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TP Targeting Protein 
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UBC Ubiquitin C 
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USP Ubiquitin-spezifische Peptidase 
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VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
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Zusammenfassung 
 
Hintergrund: Genexpressionsanalysen mit der real-time RT-PCR (reverse 
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion) haben eine sehr wichtige Rolle in der 
Erforschung, Diagnostik und Verlaufskontrolle vieler Krankheiten erlangt. Eine 
Limitation der real-time RT-PCR wird bei Proben mit nur sehr geringen extrahierbaren 
Mengen an zu analysierender RNA deutlich. Außerdem gibt es Grenzen bei der 
Amplifikation von Zielgenen (target genes), die nur sehr geringe Expressionsniveaus 
erreichen. Präamplifikations-Verfahren könnten für die Überwindung dieser 
Problemfelder sinnvoll sein. 
Fragestellungen und Ziele: In dieser Arbeit sollten sämtliche zurzeit verfügbare 
Publikationen, in denen die T-PreAmp Präamplifikationsmethode zum Einsatz kam, 
sowie methodische Arbeiten über die T-PreAmp erfasst und standardisiert analysiert 
werden. Damit sollte ein wichtiger und umfassender Überblick über wesentliche 
Charakteristika, Einsatzgebiete und methodische Details der T-PreAmp erarbeitet 
werden. 
Methodik: Es erfolgte eine standardisierte, systematische Literaturrecherche, in der 
alle Publikationen in denen die T-PreAmp angewendet wurde, sowie vor allem 
methodische Arbeiten über die T-PreAmp, erfasst wurden. Anschließend wurden die 
Publikationen genau gesichtet und nicht relevante Publikationen aussortiert. Aus den 
verbleibenden Publikationen wurden alle relevanten Informationen zur T-PreAmp 
extrahiert und anschließend möglichst geordnet dargestellt und diskutiert. 
Ergebnisse und Diskussion: Die T-PreAmp wurde in den bisherigen Studien zur 
Genexpressionsanalyse aus Endomyokardbiopsien (n=418), Lymphknotenbiopsien 
(n=339), verschiedenen schockgefrorenen Gewebeproben (n=91: Brust, Schilddrüse, 
Zervix), sowie verschiedenen Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten 
Gewebeproben (n=103: Brust, Schilddrüse, Leber, Zervix), mononukleären Zellen des 
peripheren Blutes (n=37), Serumproben (n=220), Vollblut (n=84), Urin (n=68), Liquor 
(n=31), Bronchialabstrichen (n=20), Blasenspülungen (n=14), Speichelproben (n=48), 
historischen Skeletten (n=11), Proben aus Tierexperimenten und von exotischen 
Proben wie gentechnisch modifizierten Organismen, einzelnen Plasmiden und 
Mikroorganismen eingesetzt. In der überwältigenden Mehrzahl der Fälle konnte eine 
signifikante Steigerung der Sensitivität erzielt werden, einhergehend mit einer 
signifikanten Reduktion der Ct-Werte. Dabei überzeugte die T-PreAmp mit konstant 
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hohen Präamplifikationsuniformitäten und sehr guten Amplifikationseffizienzen. 
Außerdem gelang es durchweg sehr niedrige Inter- und Intra-Assay-Varianzen (<5%) 
zu erzielen. Die Anzahl der analysierbaren Zielgene konnte mit der T-PreAmp im 
Prinzip in allen Fällen deutlich gesteigert werden. So konnten häufig selbst Gene mit 
sehr geringem Expressionsniveau amplifiziert werden. Vergleichbares galt für die 
Amplifizierung von Genen aus degradierter RNA bzw. DNA, wie es bei einigen Proben 
durch die Fixationsmethode (Alkohol, Paraffin) der Fall ist. Spezifische Probleme die 
auf die T-PreAmp zurückzuführen sind, wurden nicht beschrieben. Als Empfehlung gilt 
daher, dass bei jedem Einsatz einer Präamplifikation die Uniformitäten, Varianzen und 
Effizienzen bestimmt werden sollten, um etwaige Varianzen, Abweichungen oder gar 
Fehler frühzeitig zu erkennen.  
Schlussfolgerungen: Die T-PreAmp stellt ein valides und hilfreiches Instrument für 
die robuste Präamplifikation von niedrig exprimierter RNA bzw. DNA und/oder 
geringen extrahierbaren Mengen aus limitierten Gewebsproben (z.B. Biopsien) auf 
unterschiedlichen Gebieten der Medizin und bei zahlreichen Erkrankungen dar. 
Darüber hinaus ermöglicht die T-PreAmp auch eine substantielle Expansion der 
Anzahl von quantifizierbaren Zielgenen aus limitierten RNA-Mengen. Nicht zuletzt 
auch auf Grund der vergleichsweise unkomplizierten und zeitsparenden 
Durchführbarkeit der Genexpressionsanalysen bietet die T-PreAmp das Potential für 
den Einsatz in der der Diagnostik und Verlaufskontrolle von verschiedenen 
Erkrankungen. Bestenfalls sollte vor dem Einsatz der T-PreAmp eine methodische 
Prüfung der Präamplifikationsuniformität der einzelnen verwendeten Genexpressions-
Assays vorgenommen werden.  
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1. Einleitung 
 
1.1 Geschichte der Polymerase-Kettenreaktion 
 
Den Grundstein der Polymerase-Kettenreaktion legte der Norweger Kjell Kleppe (1934 
- 1988) zu Beginn der 70er Jahre des vergangenen Jahrhunderts. Zu der Zeit arbeitete 
er als Post-Doc unter dem Nobelpreisträger Har Gobind Khorana (1922 – 2011) an der 
University of Wisconsin in Madison (Vereinigte Staaten von Amerika) (Bartlett und 
Stirling 2003). Kleppe war dabei der Erste, der die Gedanken hatte, DNA mit Hilfe von 
Primern zu vervielfältigen (Kleppe et al. 1971). Die Polymerase-Kettenreaktion in 
seiner ursprünglichen Form wurde schließlich im Jahre 1983 vom amerikanischen 
Biochemiker Kary Mullis (geb.: 1944) entwickelt. Dafür erhielt Mullis im Jahre 1993 den 
Nobelpreis für Chemie. Mullis arbeitete zum Zeitpunkt der Entwicklung für die Cetus 
Corporation in Kalifornien (Vereinigte Staaten von Amerika). Cetus zahlte Mullis eine 
Abfindung von 10.000 US-Dollar und übernahm damit die Rechte an der Polymerase-
Kettenreaktion (Bartlett und Stirling 2003). Im Jahre 1991 verkaufte die Cetus 
Corporation die Rechte für 300 Millionen US Dollar an die Roche AG mit Sitz in Basel 
(Schweiz). Die Patente für die Polymerase-Kettenreaktion liefen im März 2005 aus 
(Roche, https://molecular.roche.com/innovation/pcr/history/). 
 
 
1.2 Grundprinzip der Polymerase-Kettenreaktion 
 
Mit der Polymerase-Kettenreaktion kann die Erbinformation einer Zelle, vorliegend in 
Form der DNA-Moleküle, in kurzer Zeit um ein Vielfaches vervielfältigt werden. Für die 
Durchführung einer Polymerase-Kettenreaktion benötigt man zunächst eine 
einsträngige Matrize, die sogenannte Template-DNA. Zur Identifizierung des zu 
amplifizierenden Bereichs der DNA und sogleich als Startpunkt für die DNA-
Polymerase dienen zwei Oligonukleotidprimer. Um die komplementäre DNA (cDNA) 
zur Matrize amplifizieren zu können, benötigt man eine DNA-Polymerase (meist Taq-
Polymerase) und ein Gemisch mit allen Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTP). 
Ergänzt wird das Assay mit einem entsprechenden Reaktionspuffer bis zur 
gewünschten Verdünnung. In Einzelfällen können auch noch MgCl₂ und andere PCR-
Additive dazugegeben werden (Schmidt und Rothhämel 2012). 
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Die Amplifizierung erfolgt dann in einem sogenannten Thermocycler, der in der Regel 
mit dem gewünschten Programm für die durchzuführende PCR programmiert werden 
kann. Ein grundsätzliches Basisprogramm für eine PCR ist beispielsweise das 
folgende: zunächst erfolgt eine Denaturierung bei 95°C, bei der die Matrizen-DNA in 
Einzelstränge aufgetrennt wird, um sie der Amplifizierung zugänglich zu machen. 
Anschließend erfolgt das Annealing (Primerhybridisierung). Dabei lagern sich die 
beiden Oligonukleotidprimer an den komplementären Bereich der Template-DNA. Die 
Temperatur für diesen Vorgang ist primerspezifsich und liegt in der Regel zwischen 
40°C und 70°C. Schließlich erfolgt im dritten Schritt die eigentliche cDNA-Synthese. 
Eine DNA-Polymerase verlängert bei einer Temperatur um 70°C die Primer an deren 
3`-OH-Ende unter Einbau der entsprechenden komplementären 
Desoxynukleotidtriphosphate. Diese drei Schritte werden in der Regel für 20 bis 40 
Zyklen wiederholt und man erhält somit ein Vielfaches an Kopien der ursprünglichen 
Ziel-DNA (Rassow et al. 2012).  
 
 
1.3 Wesentliche Komponenten einer Polymerase-Kettenreaktion 
 
1.3.1 Primer 
Das Design der Primer bestimmt im Wesentlichen die Spezifität, Sensitivität und 
Reproduzierbarkeit einer Polymerase-Kettenreaktion. Ein typischer PCR Primer hat 
eine Länge von 18 bis 30 Nukleotiden bei einem Guanin-Cytosin-Gehalt von 40% bis 
60%. Außerdem sollte ein Primer keine stabilen Sekundärstrukturen oder Dimere 
ausbilden können, um dadurch verursachte Bias ausschließen zu können. Folglich 
sollten Komplementaritäten innerhalb eines Primers, sowie zwischen den Primern 
vermieden werden. Des Weiteren ist mittlerweile bekannt, dass Primer mit der Base 
Thymin am 3`-Ende anfälliger für Basenfehlpaarungen sind. Dies sollte daher ebenfalls 
vermieden werden. Damit die Primer sequenzspezifisch an die Ziel-DNA hybridisieren, 
muss eine geeignete Annealing-Temperatur festgelegt werden. Die 
Schmelztemperatur (Temperatur, bei der 50% der DNA-Moleküle denaturiert 
vorliegen) aller während einer PCR eingesetzten Primer sollte dabei möglichst 
identisch sein. Im Groben lässt sich die Schmelztemperatur Tm aus der 
Zusammensetzung des DNA-Doppelstrangs berechnen. Dabei geht man davon aus, 
dass ein Guanin-Cytosin-Paar etwa 4°C zur Schmelztemperatur beiträgt und ein 
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Adenin-Thymin-Paar 2°C. Die entsprechende Formel dazu lautet dann: 
Tm=2°Cx(A+T)+4°Cx(G+C). Es sei allerdings angemerkt, dass diese Formel nur bis zu 
einer Größe von 25 Basenpaaren des DNA-Doppelstrangs Gültigkeit besitzt.  
Die Annealing-Temperatur wird bei den PCR-Experimenten in der Regel bei 5°C unter 
der berechneten Schmelztemperatur gewählt, da ein Primer bei dieser Temperatur 
nahezu ausschließlich an seine vollständig komplementäre Sequenz hybridisiert. Bei 
dieser Annealing-Temperatur kann keine stabile DNA-Doppelstrangbildung für 
Basenfehlpaarungen stattfinden. Wird die Annealing-Temperatur zu hoch gewählt, 
kann sich keine effiziente Hybridisierung zwischen Primern und Zielsequenzen 
ausbilden und es kommt zu einer mangelhaften und ineffektiven Amplifizierung der 
Ziel-DNA. Im Falle einer zu niedrig gewählten Annealing-Temperatur kann es zu 
unspezifischen Bindungen zwischen den Primern und Zielsequenz ähnlichen 
Bereichen der Template-DNA kommen (Schmidt und Rothhämel 2012). 
 
1.3.2 Polymerasen 
Die heutzutage eingesetzten Polymerasen sind hitzestabil. Somit kann eine 
automatische Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht werden, ohne 
dass nach jedem Zyklus erneut Polymerasen hinzugegeben werden müssen. Es folgt 
eine kurze Charakterisierung der typischsten Polymerasen.   
Am weitesten verbreitet ist die Taq-Polymerase. Sie stammt ursprünglich aus dem 
thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus. Die Taq-Polymerase erreicht sein 
Temperaturoptimum bei 75°C und hat bei 100°C eine Halbwertszeit von 5 min. Sie 
besitzt keine 3`-5`-Exonukleaseaktivität. Eine Besonderheit ist der Fakt, dass sie an 
das 3`Ende der Produktstränge ein überstehendes Adenosin anhängt. 
Die Tth-Polymerase verfügt im Wesentlichen über die gleichen Eigenschaften. Sie 
wurde ursprünglich aus dem Eubakterium Thermus thermophilus HB8 gewonnen. Ihre 
Besonderheit besteht in der zusätzlichen Eigenschaft einer intrinsischen Reverse 
Transkriptase-Aktivität. Diese kommt in Anwesenheit von Manganionen zum Tragen 
und ermöglicht somit die Durchführung von RT-PCR-Reaktionen mit Hilfe von nur 
einem Enzym. 
Die Pfu-Polymerase wurde ursprünglich aus dem Archaebakterium Pyrococcus 
furiosus kloniert. Sie hat bei einer Temperatur von 95°C eine Halbwertszeit von vier 
Stunden. Ihre besondere Fähigkeit liegt in der 3`-5`-Exonukleaseaktivität. Durch diese 
Eigenschaft, auch proofreading-Aktivität genannt, können während der Synthese des 
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Produktstranges falsch eingebaute Desoxynukleotide erkannt und entfernt werden. 
Dadurch kommt es bei der Amplifikation zu einer deutlich geringeren Fehlerrate. Im 
Vergleich mit der Taq-Polymerase ist die Fehlerrate bei der Amplifikation mit der Pfu-
Polymerase um etwa das 10-Fache geringer. Die Polymerasen mit proofreading-
Aktivität hängen kein überzähliges Adenosin an das 3`-Ende des Produktstranges 
(Schmidt und Rothhämel 2012).  
 
 
1.4 Arten der Polymerase-Kettenreaktion 
 
Unter diesem Punkt sollen einige der wichtigsten und am weitest verbreiteten PCR-
Techniken vorgestellt werden.  
 
1.4.1 Multiplex-PCR 
Bei der Multiplex-PCR laufen zwei oder mehr PCR-Reaktionen in ein und demselben 
Reaktionsgefäß ab. Dadurch wird es möglich, dass mehrere DNA-Abschnitte 
gleichzeitig analysiert werden können. Dies ist besonders dann von Vorteil, wenn für 
eine Genotypisierung die gleichzeitige Analyse mehrerer DNA-Abschnitte vonnöten ist. 
Diese Art der PCR stellt besondere Anforderungen und sowohl der Reaktionsablauf, 
als auch die Reaktionskomponenten müssen sehr sorgfältig ausgewählt, geplant und 
angewendet werden. So kann es bei unterschiedlichen Konzentrationen der Ziel-DNAs 
oder bei Unterschieden in der PCR-Effizienz zu fehlerhaften Ergebnissen kommen, 
indem einzelne Targets bevorzugt amplifiziert werden, oder indem die Amplifikation 
von einzelnen Targets inhibiert wird. Ein weiteres Problem stellt das Vorhandensein 
vieler verschiedener Primer dar, wodurch es zu Wechselwirkungen zwischen den 
Primern, und zur Ausbildung von Primer-Dimeren kommen kann. Des Weiteren kann 
es während der Ansetzung der PCR und im Laufe der initialen Aufheizphase des 
Thermocyclers zur unspezifischen Anlagerung und Verlängerung der Primer kommen, 
was letztendlich zur unspezifischen Produktbildung führt. Eine Möglichkeit, diese 
unspezifische Produktbildung zu verhindern, stellt die sogenannte hot start-PCR (siehe 
1.4.2) dar. In der Regel wird eine Multiplex-PCR mit Hilfe der real-time PCR 
durchgeführt (Schmidt und Rothhämel 2012). 
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1.4.2 Hot start-PCR 
Durch einen sogenannten hot Start können unspezifische Nebenprodukte oder gar ein 
Fehlschlagen der PCR, wie sie beispielsweise durch die Bildung von Primer-Dimeren 
oder das unspezifische Anlagern der Primer entstehen können, weitestgehend 
vermieden werden. Als Prinzip dient dabei, dass die enzymatische Aktivität der 
Polymerasen erst zur Verfügung steht, wenn die Reaktion in etwa die 
Denaturierungstemperatur erreicht hat. Dies kann über verschiedene Wege erfolgen. 
Die manuelle Variante besteht darin, die Polymerase erst nach der initialen 
Aufheizphase hinzuzugeben. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, die Polymerasen 
mit einer Wachsschicht von den restlichen Komponenten der PCR-Reaktion zu 
trennen. Die Polymerasen kommen in diesem Fall erst bei höheren Temperaturen, 
wenn die Wachsschicht schmilzt, mit den restlichen Komponenten in Berührung. 
Schließlich gibt es noch die Möglichkeit, mit monoklonalen Antiköpern zu arbeiten. 
Diese sind spezifisch gegen die Polymerase gerichtet und inhibieren diese. Werden 
die hohen Temperaturen erreicht, werden die monoklonalen Antikörper denaturiert und 
die Polymerase kann ihre Arbeit aufnehmen. Durch diese drei Wege der hot start-PCR 
kann die Verlängerung unspezifisch angelagerter Primer während des Ansetzens der 
Reaktion und während der initialen Aufheizphase wirkungsvoll reduziert werden 
(Schmidt und Rothhämel 2012). 
 
1.4.3 real-time PCR 
Mit Hilfe einer real-time PCR können die PCR-Produkte in Echtzeit, d.h. unmittelbar 
bei der Durchführung der PCR spezifisch und quantitativ erfasst werden. Dazu werden 
häufig sequenzspezifische Sonden verwendet, welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
gekoppelt werden. Diese sequenzspezifischen Sonden binden nur an das gewünschte 
PCR-Produkt und über den Fluoreszenzfarbstoff gelingt dann der Nachweis. Sollen 
mehrere Zielsequenzen im Rahmen einer Multiplex-PCR nachgewiesen werden, 
besteht die Möglichkeit, die spezifischen Sondenmoleküle mit unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen zu koppeln. Eine weitere Möglichkeit ist, anstelle der 
spezifischen Sonden, DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe zu verwenden.  
Zum Nachweis der Zielsequenzen werden in jedem einzelnen Reaktionszyklus die 
Fluoreszenzen gemessen. Dabei ist in jedem Zyklus die Fluoreszenzintensität direkt 
proportional zur Menge der gebildeten PCR-Produkte. Dies erlaubt dann folgerichtig 
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auch den Rückschluss auf die Menge der eingesetzten Zielnukleinsäure (Schmidt und 
Rothhämel 2012).  
 
1.4.4 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 
RNA kann nicht direkt als Template für eine PCR eingesetzt werden. Mit der reversen 
Transkriptase-PCR (RT-PCR) ist es möglich, spezifische RNA-Sequenzen zunächst in 
einen komplementären DNA-Strang (cDNA) umzuschreiben und anschließend zu 
amplifizieren. Auch hier wird mit Primern, Desoxynukleotidtriphosphaten und einem 
geeigneten Puffer gearbeitet. Die Primer binden an die RNA und die reverse 
Transkriptase verlängert die Primer an deren 3`-OH-Ende komplementär zur RNA-
Matritze. Die Einzelstrang-cDNA kann anschließend in eine doppelsträngige cDNA 
umgewandelt werden und mittels einer PCR amplifiziert werden (Schmidt und 
Rothhämel 2012). 
 
1.4.5 nested PCR (nPCR) 
Bei der sogenannten nested PCR werden im Prinzip zwei PCR-Reaktionen 
nacheinander durchgeführt. In Rahmen der ersten PCR wird der Bereich, in dem sich 
die gewünschte Zielsequenz befindet, amplifiziert. In dieser ersten PCR kommt es aber 
in der Regel auch zur Bildung unspezifischer Nebenprodukte infolge der möglichen 
unspezifischen Anlagerung der Primer. In der darauffolgenden zweiten PCR wird das 
Produkt der ersten PCR als Matrize verwendet. Dabei werden Primer verwendet, die 
innerhalb des Bereiches dieser Matrize binden. Dadurch kann schlussendlich 
sichergestellt werden, dass die Zielsequenz mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit 
amplifiziert wird und man erreicht typischerweise eine deutlich höhere Sensitivität 
(Müller und Prange 2016). 
 
1.4.6 Präamplifikation 
Das Grundprinzip einer Präamplifikation besteht darin, die Zielsequenzen vor der 
Durchführung einer der herkömmlichen Polymerase-Kettenreaktionen zu 
amplifizieren. Dadurch soll die Sensitivität der Genexpressionsanalyse deutlich 
angehoben werden, sodass selbst Proben mit sehr geringen extrahierbaren Mengen 
an RNA bzw. DNA und/oder Proben mit sehr niedrigen Expressionsniveaus der 
Zielgene ohne größere Probleme zuverlässig amplifiziert werden können. Als 
Reagenzien werden dabei sogenannte Präamplifikationskits verwendet. Diese sind 
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von vielen Herstellern erhältlich. Das Protokoll für den Ablauf der Reaktion ähnelt in 
der Regel sehr stark den herkömmlichen Protokollen für PCR-Reaktionen. Ein 
entscheidender Unterschied ist allerdings die deutlich geringere Anzahl der Zyklen bei 
der Amplifizierung. So werden typischerweise lediglich 10 bis 15 Zyklen für eine 
Präamplifikation veranschlagt (Noutsias et al. 2008). 
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2. Fragestellung und Zielsetzung 
 
Die Genexpressionsanalyse mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unterliegt 
einigen methodischen Grenzen und Beschränkungen. Das gilt vor allen Dingen für die 
Amplifizierung von Proben mit geringen extrahierbaren Mengen von zu analysierender 
DNA und RNA, sowie für Proben mit zum Teil nur sehr geringen Expressionsbereichen 
der Zielgene. In Bereichen des resultierenden cycle of threshold (CT; 35-39) unterliegt 
die real-time RT-PCR einer abnehmenden Präzision und Validität. Des Weiteren 
kommt es häufig durch verschiedenste Arten der Fixierung zu potentiellen 
Veränderungen der ursprünglichen Proben, von Verschiebung der Expressionsmuster 
über Ausbildung von Crosslinks, bis hin zur völligen Zerstörung der zu amplifizierenden 
DNA oder RNA. Aus diesem Grund wird nach geeigneten Wegen und Mitteln gesucht, 
um diese Limitierungen händelbar zu machen. Somit soll es in Zukunft gelingen, 
Proben und auch Zielgene zu amplifizieren, die man in der Vergangenheit einer 
Genexpressionsanalyse mittels einer PCR nicht zuführen konnte. Mit der Einführung 
einer Präamplifikation, welche dazu angewendet wird, um die Zielgene zielgerichtet 
und spezifisch bereits vor der herkömmlichen PCR Analyse zu amplifizieren, gelang 
schon ein deutlicher Schritt in die richtige Richtung. Ein typisches Protokoll für eine 
Präamplifikation sieht zunächst eine Denaturierung bei 95°C für 10 Minuten vor, 
gefolgt von 10 bis 14 Zyklen Präamplifikation bei jeweils 60°C für 4 Minuten 
(Annealing) und 95°C für 15 Sekunden in jedem Zyklus (Noutsias et al. 2008).  
Mit Hilfe einer Präamplifikation konnten schon einige Erfolge an kritischen und bisher 
nicht zugänglichen Proben erzielt werden. Es sind mittlerweile einige 
Präamplifikationsmethoden auf dem Markt. Die bisher am weitesten verbreitete und 
bewährteste Präamplifikationsmethode scheint die T-PreAmp mit dem TaqMan 
PreAmp Master Mix Kit von Applied Biosystems zu sein. Sie überzeugte in vielen 
Arbeiten bei der Genexpressionsanalyse an den unterschiedlichsten Geweben und 
Proben. In der Regel zeigte die Methode dabei sehr gute 
Präamplifikationsuniformitäten bei geringen Inter- und Intra-Assay-Varianzen von 
unter 5%. Sie führte sehr oft zu einer signifikanten Verbesserung der Ct-Werte und 
ermöglichte häufig eine deutliche Steigerung der Sensitivität bei der 
Genexpressionsanalyse mittels präamplifizierter PCR. Aus diesen Gründen soll diese 
Arbeit einen systematischen Überblick über die derzeit vorhandene Literatur bezüglich 
der Anwendung der Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode darstellen. In 
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Rahmen einer Literaturrecherche wurden nach bestem Wissen sämtliche 
Publikationen erfasst, in denen die T-PreAmp zur Präamplifikation von Proben 
angewendet worden ist. Dabei wurden die in den Publikationen angegebene und für 
relevant befundene Angaben, Sachverhalte, Daten und Ergebnisse aus den 
Publikationen extrahiert, um diese unter fokussierenden und kritischen 
Gesichtspunkten zu einer systematischen Übersicht zusammenzufassen und zu 
diskutieren. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Literaturrecherche 
 
Für die Suche von Publikationen über die Anwendung der Präamplifikation nach dem 
T-PreAmp Protokoll, sowie vor allem von methodischen Arbeiten über die T-PreAmp 
erfolgte eine Literaturabfrage/ -recherche in den Online Datenbanken PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) und Web of Science 
(https://login.webofknowledge.com). 
 
3.1.1 Allgemeine Suchkriterien 
Die Literaturrecherche wurde für alle Publikationen durchgeführt, die bis zum 01. 
Dezember 2016 in der PubMed Datenbank und / oder im Web of Science erschienen 
bzw. veröffentlicht worden sind. Die Literaturabfrage erfolgte am 02. Dezember 2016.  
Als Einschlusskriterien wurden definiert: englisch- oder deutschsprachige 
Publikationen in denen die Präamplifikation nach dem T-PreAmp Protokoll 
vorgekommen ist. Dabei wurde zunächst nicht unterschieden, ob es sich um eine 
methodische Publikation über die T-PreAmp handelt oder ob diese nur im Rahmen 
einer anderen Ziel-/ Fragestellung zum Einsatz kam.  
Ausschlusskriterien waren definiert als: Originalarbeiten, welche in einer anderen 
Sprache als Englisch oder Deutsch veröffentlicht worden sind, Buchkapitel, Abstracts 
und Leserbriefe. 
 
3.1.2 Search Pathway der Literaturrecherche 
Die Literaturabfrage erfolgte in vier Stufen. Zunächst wurde eine Basis-
Literaturrecherche durchgeführt. Dazu wurden folgende Suchtermini / MeSH-Begriffe 
angewendet: preamplification AND real-time PCR. Anschließend erfolgte eine 
zweite Abfragerunde mit den Suchtermini / MeSH-Begriffen preamplification AND 
real-time RT-PCR. Die dritte Abfragerunde wurde mit dem Suchterminus / MeSH-
Begriff PreAmp durchgeführt und schließlich folgte die vierte Abfragerunde mit dem 
Suchterminus / MeSH-Begriff T-PreAmp. Die während der Literaturrecherche 
gefundenen relevanten Publikationen wurden in einer EndNote Library (Thomson 
Reuters) zusammengetragen.   
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3.1.3 Weitere Einschränkung der Publikationen 
Nach Durchführung der Literaturabfrage wurden die Titel und Abstracts der im 
Rahmen der Literaturrecherche registrierten Publikationen gesichtet und hinsichtlich 
ihrer Relevanz für die Arbeit beurteilt. Somit wurde das Suchergebnis, entsprechend 
der Zielstellung, einer weiteren Selektion unterzogen. Anschließend wurden die 
Volltexte der entsprechenden Publikationen, sowie die verfügbaren zusätzlichen 
Materialen zu den betreffenden Publikationen beschafft. Während der Bearbeitung 
wurden diese erneut den Ein- und Ausschlusskriterien unterzogen, wodurch 
schließlich noch eine finale Selektion erfolgte. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Ergebnisse der Literaturrecherche 
 
Im Rahmen der systematischen Literatursuche konnten zunächst 79 Publikationen 
identifiziert werden. Nach Abzug der Duplikate (n=14) verblieben noch 65 Einträge. 
Anschließend wurden die Titel und Abstracts gelesen und 19 weitere Publikationen auf 
Grund von thematischer Irrelevanz (n=18) und das Fehlen eines Volltextes (n=1) 
ausgeschlossen. Damit verblieben noch 46 Einträge von denen die Volltexte beschafft 
und systematisch überprüft wurden. Dabei mussten nochmal 17 Einträge 
ausgeschlossen werden. In diesen 17 Publikationen wurde zwar eine präamplifizierte 
Polymerase-Kettenreaktion durchgeführt, jedoch handelte es sich dabei nicht um die 
T-PreAmp-Methode. Somit blieben schlussendlich 29 Publikationen übrig, die in die 
systematische Übersichtsarbeit eingeflossen sind (Abb. 1).  
 
 
Abb. 1: Search-Pathway / Suchalgorithmus und Ergebnisse der systematischen 
Literatursuche der Publikationen zur T-PreAmp. 
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4.2 Ergebnisse der relevanten Publikationen 
 
Die T-PreAmp wurde in den registrierten Studien zur Genexpressionsanalyse von 
Proben aus Endomyokardbiopsien (n=418), Lymphknotenbiopsien (n=339), 
verschiedenen schockgefrorenen Gewebeproben (n=91: Brust, Schilddrüse, Zervix) 
sowie verschiedenen Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeproben 
(n=103: Brust, Schilddrüse, Leber, Zervix), mononukleären Zellen des peripheren 
Blutes (PBMC) (n=37), Serumproben (n=220), Vollblut (n=84), Urin (n=68), Liquor 
(n=31), Bronchialabstrichen (n=20), Blasenspülungen (n=14), Speichelproben (n=48), 
historischen Skeletten (n=11), Proben aus Tierexperimenten und von exotischen 
Proben wie gentechnisch modifizierten Organismen, einzelnen Plasmiden und 
Mikroorganismen eingesetzt (Tabelle 1). Dazu erfolgte die Gruppierung i.d.R. nach 
den Einsatzgebieten der T-PreAmp bzw. den Probenmaterialien, die mit der Methode 
untersucht worden sind. Im weiteren Verlauf wurden die wichtigsten Informationen aus 
den Publikationen erfasst und systematisch, sowie übersichtlich im Kontext dieser 
systematischen Übersichtsarbeit wiedergegeben. Ein Schwerpunkt lag dabei auf 
methodischen Publikationen zur T-PreAmp Methode und deren Ergebnissen. Dazu 
ergänzend wurden aber auch nichtmethodische Publikationen, in denen die T-PreAmp 
im Rahmen der eigentlichen Fragestellung zum Einsatz kam, berücksichtigt. Leider 
enthielten die meisten Publikationen nur unvollständige methodische Angaben und 
Ergebnisse, sodass in diesen Fällen folglich auch nur auf die angegebenen Daten und 
Ergebnisse eingegangen werden konnte. Einige wenige Publikationen enthielten 
sogar nur oberflächliche oder gar keine methodischen Angaben. So wurden 
Ergebnisse und Testungen zur Präamplifikationsuniformität, zur Intra- und Inter-Assay-
Varianz in diesen Publikationen nicht erwähnt.  
Die folgenden Seiten bieten einen ausführlichen Überblick über die bisherigen Arbeiten 
mit der T-PreAmp als führende Präamplifikationsmethode. Zum Abschluss des 
Ergebnisteils erfolgt noch einmal eine zusammenfassende tabellarische Darstellung 
der Publikationen mit den wesentlichen Inhalten (Tabelle 2, S. 91-99). 
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Tabelle 1: Einsatzgebiete der T-PreAmp mit Angabe der Probenzahlen. 
 
Es sind die Gewebsarten und die publizierten kumulativen Anzahlen (n=) von Gewebsproben der inkludierten Publikationen angeführt. 
 
 
 
Gesamt Endomyokard Lymphknoten 
verschiedenen 
schockgefrorene 
Gewebeproben 
(Brust, Schilddrüse, 
Zervix) 
Formalin-fixierte 
Paraffin-eingebettete 
Gewebeproben (Brust, 
Schilddrüse, Leber, 
Zervix) 
Mononukleäre 
Zellen des 
peripheren 
Blutes 
Serumproben Vollblut Urin Liquor 
Bronchial-
abstriche 
Blasen-
spülungen 
Speichel-
proben 
historische 
Skelette (aDNA) 
1.484 418 339 91 103 37 220 84 68 31 20 14 48 11 
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4.2.1 Anwendung T-PreAmp an Proben aus Endomyokardgewebe 
 
Eine detaillierte methodische Untersuchung zur T-PreAmp Methode konnte an 
Endomyokardbiopsien (EMB) gezeigt werden. Herkömmliche PCR-Analysen stoßen 
hierbei durch die geringen extrahierbaren RNA-Mengen und die zum Teil niedrigen 
Expressionsniveaus der inflammatorischen Zielgene deutlich an ihre Grenzen (Ct 
teilweise 35 - 39). Mit der Anwendung der T-PreAmp Methode gelang es, die Stabilität 
der real-time RT-PCR Ergebnisse aus EMB deutlich zu verbessern (Noutsias et al. 
2008). Dazu wurden EMB von 36 Patienten (28 männlich, 8 weiblich) mit dilatativer 
Kardiomyopathie (DCM) untersucht. Daneben erfolgte noch der Vergleich der zwei 
Präamplifikationsmethoden T-PreAmp und SSRT-PreAmp (sequenzspezifische 
reverse Transkriptase Präamplifikation). Die SSRT-PreAmp wurde dafür an 4 DCM 
Patienten (alle männlich) getestet. Als housekeeping Gene wurden HPRT-CCM (selbst 
designtes HPRT-Assay vom Institut für Immunologie am Campus Charité-Mitte), 
HPRT-ABI (kommerzielles TaqMan HPRT-Assay von ABI) und CDKN1B verwendet. 
Da in anfänglichen Analysen an PBMC HPRT-CCM als housekeeping Gen deutliche 
Vorteile gegenüber HPRT-ABI aufzeigen konnte, wurde im weiteren Verlauf HPRT-
ABI nicht weiter als Referenzgen berücksichtigt. Für die Amplifizierung an EMBs 
dienten die folgenden 92 Zielgene: CDKN1B, HPRT-CCM, CD3d, CD3z, TRBC, 
TRBV2, TRBV3, TRBV4, TRBV5, TRBV6, TRBV7, TRBV9, TRBV10, TRBV11, 
TRBV12, TRBV13, TRBV14, TRBV15, TRBV16, TRBV18, TRBV19, TRBV20, 
TRBV23, TRBV24, TRBV25, TRBV27, TRBV28, TRBV29, TRBV30, IL 1b, IL 2, IL5, IL 
6, IL 10, IL 27, IFN-b, IFN-g, TNF-a, TGF-b, CXCL 14, CX3CL 1, APN, APN-R1, APN-
R2, NFATC3, CYR61, TF, Ku70, Ku80, FoxP3, T-bet, GATA3, GRAIL, Granzyme A, 
Granzyme B, Granulysin, Perforin, MAN1A2, Eomesodermin, RHAMM, Rho GTPAse 
1, Rho GTPAse 2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, MYD88, TRAF3, TRAF6, IRF3, 
IRF7, MAPK8, MAPK14, STAT1, SOCS3, AP-1, hsp70, Laminin, Kollagen I, Kollagen 
III, Kollagen IV, MMP2, MMP8, MMP9, TIMP1, TIMP4, uPA, av5b1, GDF15, CD62E 
und CD56. 
Zunächst konnte CDKN1B als neues housekeeping Gen an Endomyokardgewebe aus 
explantierten Herzen von DCM Patienten und Kontrollen validiert werden. Es zeigten 
sich keine nennenswerten Unterschiede bei den Ct-Werten für HPRT-CCM und HPRT-
ABI im Vergleich zu CDKN1B (Abb. 2). 
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Abb. 2: Housekeeping Gen Funktion von HPRT und CDKN1B in 
Endomyokardgewebe. 
 Vergleich zwischen HPRT-ABI, HPRT-CCM und CDKN1B als potentielle 
housekeeping Gene an Endomyokardgewebe. Dabei zeigten sich keine 
relevanten Unterschiede in den Ct-Werten zwischen den Kandidaten. 
Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008).  
 
Für den Vergleich der beiden Präamplifikationsmethoden wurde HPRT-CCM, ein 
eigens am Institut für Immunologie am Charité Campus Mitte entwickeltes Assay, als 
housekeeping Gen verwendet. Der Vergleich offenbarte einige Vorteile auf Seiten der 
T-PreAmp gegenüber der SSRT-PreAmp. Die T-PreAmp ermöglichte die simultane 
Amplifikation von allen 92 Zielgenen in einem Ansatz, deutlich mehr als mit der SSRT-
PreAmp möglich war. Sie überzeugte dabei mit einer sehr guten 
Präamplifikationsuniformität und niedrigen Inter- und Intra-Assay-Varianzen. Obwohl 
die SSRT-PreAmp in einen höheren Ct-Gewinn resultierte (9.76 ± 2.45 Zyklen im 
Vergleich zu 7.16 ± 0.14 mit T-PreAmp), konnte sie nicht die gleiche Robustheit wie 
die T-PreAmp zeigen. Die mittlere Präamplifikationsuniformität der SSRT-PreAmp (-
3.29 ± 2.40; Abb. 3) lag signifikant unter der mittleren Präamplifikationsuniformität der 
T-PreAmp (-0.08 ± 0.33, mit Ausnahme von CD56; Abb. 4). Darüber hinaus zeigte die 
SSRT-PreAmp eine signifikant höhere durchschnittliche Inter-Assay-Varianz (5.38 ± 
2.06 vs. 1.89 ± 0.48 mit T-PreAmp; Abb. 5). Bei Betrachtung der Intra-Assay-
Varianzen zeigten beide Methoden vergleichbar niedrige Werte (1.47 ± 0.74 vs. 0.85 
± 0.45 mit T-PreAmp; Abb. 6). Zum Vergleich muss man schließlich noch erwähnen, 
dass sich beide Methoden deutlich in ihrer Handhabbarkeit unterscheiden. Hier bietet 
die T-PreAmp klare Vorteile. Für die T-PreAmp verwendet man die gleichen Primer 
wie in der darauffolgenden PCR, während man für die SSRT-PreAmp andere Primer 
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verwendet, sodass bei der SSRT-PreAmp unvermeidlich weitere Arbeitsschritte 
entstehen. Die T-PreAmp resultiert daher in einer leichteren und angenehmeren 
Handhabbarkeit im Vergleich zur SSRT-PreAmp. 
Abb. 3:  PreAmp-Uniformität der SSRT-PreAmp an EMB in Relation zu HPRT-CCM. 
Es sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) dargestellt. Der 
türkisfarbene Balken markiert den Mittelwert aus allen untersuchten Assays mit 
SD. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
Abb. 4:  PreAmp-Uniformität der T-PreAmp an EMB in Relation zu HPRT-CCM. 
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (SD). Der vorletzte 
Balken markiert den Mittelwert aus allen untersuchten Assays mit SD, mit 
Ausnahme von CD 56, welches durch den letzten Balken im unteren Diagramm 
dargestellt wird. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
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Abb. 5:  Vergleich der Inter-Assay-Varianzen der T-PreAmp (a + b) und der SSRT-
PreAmp (c) in EMB. 
 Die türkisfarbenen Balken markieren den Mittelwert aus allen untersuchten 
Assays mit SD. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
 
Beim Einsatz der T-PreAmp an cDNA aus Endomyokardbiopsien kam es zu einem 
signifikanten (p<0.0001) Ct-Gewinn von 6.86 ± 0.13 Zyklen in Relation zu CDKN1B 
und 7.16 ± 0.14 Zyklen in Relation zu HPRT-CCM, mit Ausnahme von CD56. Die 
Methode resultierte also in einer signifikanten Verbesserung der Sensitivität der real-
time PCR und ermöglichte so höhere cDNA Mengen zu erhalten und die Anzahl der 
analysierbaren Targets auf bis zu 100 pro Assay zu expandieren. Das CD56-Assay 
zeigte nur einen deutlich geringeren Ct-Gewinn von durchschnittlich 3.37 ± 0.09 und 
resultierte auch in höheren Varianzen als alle anderen Zielgene. In den durchgeführten 
Analysen konnten dafür keine spezifischen Fehler der T-PreAmp ausfindig gemacht 
c) 
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werden. Am ehesten ist die schlechtere Performance von CD56 im Vergleich zu allen 
anderen Zielgenen wohl noch durch zufällige Interaktionen im Versuchsassay zu 
erklären, wie sie immer mal wieder vorkommen können. Die 
Präamplifikationsuniformitäten der T-PreAmp konnten, mit Ausnahme von CD56, sehr 
überzeugen. Sie lagen durchschnittlich bei -0.38 ± 0.33 (Bereich -1.01 bis 0.59) in 
Relation zu CDKN1B und -0.08 ± 0.33 (Bereich -0.70 bis 0.88) in Relation zu HPRT-
CCM. Darüber hinaus überzeugte die T-PreAmp mit niedrigen Inter- (im Mittel 1.89 ± 
0.48) und Intra-Assay-Varianzen (im Mittel 0.85 ± 0.45). All diese Ergebnisse zeigen, 
dass es sich bei der T-PreAmp um eine sehr zuverlässige und reproduzierbare 
Präamplifikationsmethode handelt, die sich an EMB als sehr nützlich erweisen kann. 
Abb. 6:  Vergleich der Intra-Assay-Varianzen der T-PreAmp (a + b) und der SSRT-
PreAmp (c) in EMB. 
Die türkisfarbenen Balken markieren den Mittelwert aus allen untersuchten 
Assays mit SD. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008).  
b) 
a) 
c) 
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigten außerdem, dass die PreAmp-Uniformität von den 
jeweiligen Genassays abhängig ist. Deshalb sollte für jedes Genassay eine 
entsprechende Testung der Präamplifikationsuniformität durchgeführt werden. Nur so 
lassen sich falsche bzw. fehlerhafte Ergebnisse durch Assays, die sich nicht für die 
Präamplifikation eignen, vermeiden. Untersuchungen bezüglich der Ursachen für 
Abweichungen der Präamplifikationsuniformität ergaben, dass im Gegensatz zu den 
Ergebnissen einer früheren Publikation (Denning et al. 2007) die Amplikonlänge keine 
Rolle spielt. So gab es in dieser Studie Gene mit großer Amplikonlänge (TRBV19, 
TRBV29), die über eine gute Uniformität verfügten und Gene mit geringer 
Amplikonlänge (HPRT-ABI, CD56), die über eine schlechte Uniformität verfügten. 
Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass es sich nicht um ein generelles Problem 
der T-PreAmp Methode handelt, sondern eher um ein spezifisches Problem bei 
einigen Genassays. 
 
 
Die T-PreAmp ermöglichte in der nächsten Arbeit (Noutsias et al. 2011) wichtige 
Einblicke in die Genexpression bei akuter Myokarditis (AMC), dilatativer 
Kardiomyopathie (DCM) und inflammatorischer Kardiomyopathie (DCMi). Es wurde 
die Expression von Genen untersucht, die Th1, Th2, regulatorische, anerge und 
zytotoxische (CTL: Perforin, Granulysin, Granzyme A) T-Zellen charakterisieren. 
Darüber hinaus wurden noch die funktionale T-Zell Rezeptor Vbeta (TRBV) Familie 
untersucht. Als Probenmaterial dienten EMB von 59 Patienten mit AMC, 34 Patienten 
mit DCM und 19 Kontrollen von Probanden ohne ACM und DCM. Als housekeeping 
Gene wurden HPRT und CDKN1B eingesetzt. 
Die Proben von AMC und DCM Patienten zeigten einen signifikanten Anstieg von 
CD3d, CD3z und der konstanten Region des T-Zell Rezeptor Beta (TRBC) im 
Vergleich zu den Kontrollen. Es gab eine signifikante Korrelation zwischen dem 
immunhistologischen Nachweis und der Expression der genannten Zielgene. EMB von 
AMC und DCM Patienten mit positiven Nachweis von CD3d in Relation zu HPRT 
zeigten einen signifikanten Anstieg von CD3z, TRBC und Eomesodermin. Darüber 
hinaus wurde in EMB von DCM Patienten mit positiven CD3d in Relation zu HPRT ein 
signifikanter Anstieg der Expression von funktionalen T-Zell Marker (FTCM) für IFN-g, 
T-bet, IL-27, FoxP3, TGF-b, Perforin, Granulysin und Granzyme A im Vergleich zu 
Kontrollen, den restlichen DCM Patienten und allen AMC Patienten beobachtet. 
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Untersuchungen der EMB von Patienten mit DCM, positivem Nachweis von Parvovirus 
B19 (B19V) und erhöhter TRBC Expression zeigten einen signifikanten 
Expressionsanstieg für TRBV11 und TRBV24. EMB von AMC und DCM Patienten mit 
positivem Nachweis von Humanen Herpes Virus (HHV) 6 Genom und erhöhter TRBC 
Expression zeigten einen signifikanten Expressionsanstieg für TRBV4, TRBV10 und 
TRBV28. Ein signifikanter Anstieg der TRBV14 Expression konnte in EMB von AMC 
und DCM Patienten mit positivem Nachweis von Coxsackie Virus Genom registriert 
werden. Alle Resultate waren in Relation zu beiden housekeeping Genen identisch. 
 
 
In der nächsten Publikation ging es um die Expression der organischen 
Kationentransporter (OCT) und der neuen organischen Kationentransporter (OCTN) 
in EMB (Grube et al. 2011). Dazu wurden EMB von 83 Patienten (17 weiblich) mit der 
T-PreAmp präamplifizierten real-time PCR untersucht. Als housekeeping Gen diente 
CDKN1B. 
Während OCT2 in humanen EMB nicht nachweisbar war, konnte für die anderen 
Transporter eine Sortierung nach mRNA-Leveln erfolgen. Das höchste mRNA-Level 
zeigte sich für OCTN2, danach folgten in absteigender Reihenfolge OCT3, OCTN1 
und OCT1. In vaskulären Strukturen konnten lediglich OCT3, OCTN2 und OCTN1 
lokalisiert werden. Die Transporter OCT1 und OCTN1 konnten zudem in 
Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte eine signifikant 
höhere Expression von OCT3, OCTN1 und OCTN2 in den Proben von weiblichen 
Patienten beobachtet werden. Darüber hinaus wurde eine altersabhängige Expression 
für OCT1 und OCTN1 gefunden. Funktionelle Untersuchungen mit kardiovaskulären 
Medikamenten wie Antiarrhythmika, Betablocker, Herzglykoside, Statine und 
Aldosteronantagonisten lieferten spezifische Interaktionsprofile zwischen den 
Kationentransportern und den Medikamenten. Besonders auffällig waren die 
Medikamenteninteraktionen mit OCT1, OCT3 und OCTN1. Die Aktivität von OCT3 und 
OCTN1 wurde durch einige Medikamente beeinflusst und nahezu alle Medikamente 
führten zu einer Hemmung von OCT1.  
Untersuchungen an DCM Patienten zeigten einen signifikanten Abfall von OCTN2 
während die Expression von OCT1, OCT3 und OCTN1 sich nicht veränderte (Abb. 7). 
In AMC Patienten war schließlich auch OCTN2 unverändert. Passend dazu zeigte die 
Expression von OCTN2 eine signifikante Korrelation mit der Ejektionsfraktion (LVEF). 
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Mit dem Blick auf kardiale Inflammation zeigte OCTN2 nur eine leichte aber keine 
signifikante Reduktion, während die anderen Transporter abermals unverändert 
waren. Es konnte allerdings eine signifikante inverse Korrelation zwischen der 
Expression von OCTN2 und dem Nachweis von CD3-positiven Zellen festgestellt 
werden. 
Abschließend wurde noch ein Mausmodell mit Coxsackievirus infizierten Mäusen 
(anfällig vs. resistent) durchgeführt. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion von 
OCTN2 in beiden Gruppen für den Zeitraum 8 bis 28 Tage nach Infektion. In der Phase 
der aktiven Infektion war OCT3 ebenfalls herabreguliert in beiden Gruppen, aber 
signifikant nur in der anfälligen Gruppe. Interessanterweise war die Expression von 
OCTN1 und OCTN2 zu Beginn der Infektion zunächst sogar signifikant erhöht, ehe 
sich die Expression von OCTN2 signifikant reduzierte und OCTN1 höher exprimiert 
blieb. 
Abb. 7:  OCT und OCTN Expression in EMB von 83 Patienten in Relation zu 
CDKN1B. 
Die Patienten wurden in Kontrollen mit LVEF>45% (n=9), Kontrollen mit 
LVEF<45% (n=8), AMC Patienten mit LVEF>45% (n=32), AMC Patienten mit 
LVEF<45% (n=7) und DCM Patienten (n=27) unterteilt. Reproduziert aus 
(Grube et al. 2011).  
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In einer weiteren Studie wurden Genexpressionsprofile in EMB von 10 (6 weiblich) 
Patienten mit histopathologisch ermittelter Riesenzellmyokarditis (IGCM), 10 Patienten 
(4 weiblich) mit kardialer Sarkoidose (CS) und 18 Patienten (4 weiblich) mit aktiver 
Myokarditis (MCA) im Vergleich mit 80 Kontrollen (26 weiblich) mit der nach der T-
PreAmp Methode präamplifizierten real-time PCR untersucht (Lassner et al. 2014). 
Dabei wurden insgesamt die folgenden 27 Zielgene berücksichtigt: A4GALT, 
ADIPOR2, CCL20, CCR5, CCR6, CPT1, DHODH, FoxP3, IL-10, IL-17D, IL-1B, IL-
23R, IL-6, IL-6R, IFN-b, ATP6, CYB, ND1, ND4, TGF-b, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, 
TLR9, TNF und UQCR. Als housekeeping Gen wurde HPRT1 eingesetzt. 
Es zeigte sich eine signifikante Dysregulation einiger Rezeptoren (ADIPOR2, CCR5, 
CCR6, TLRs) auf Kardiomyozyten, T-Zellen und dendritischen Zellen (DC) im 
Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 8 a). In CS kam es zu einer Herabregulierung von 
ADIPOR2, während CCR5, CCR6 und DC bei Patienten mit IGCM erniedrigt war. 
Darüber hinaus konnte bei IGCM eine deutlich erhöhte Expression des Toll-like-
Rezeptors (TLR) 8 festgestellt werden. Bei diesem handelt es sich um einen 
intrazellulären Rezeptor bei DC und Monozyten. Dagegen waren TLR3, TLR4 und 
TLR9 in allen Patienten signifikant reduziert im Vergleich mit den Kontrollen (Abb. 8 
b). Weiterhin zeigten EMB von IGCM einen starken Anstieg bei der Expression einiger 
Schlüsselgene der adaptiven Immunantwort (CCL20, FoxP3, IFN-b, IL-6, IL-10) (Abb. 
9). Der Anstieg von CCL20 in Kombination mit hohem CCR5 und CCR6 führt zu einer 
starken Aktivierung von DC in IGCM. Die Expression von IL-17D in IGCM war 
signifikant erniedrigt und die Expression pro-inflammatorischer Zytokine war deutlich 
erhöht.  
Die EMB von CS-Patienten zeigten eine signifikante Dysregulation von CPT1, DHODH 
und CYB im Vergleich mit den Kontrollen und EMB von Patienten mit aktiver 
Myokarditis. Korrelationsanalysen zwischen der kardialen Genexpression und 
immunhistochemischer Marker offenbarten eine starke Assoziation von regulierten 
Genen mit CD3-positiven T-Lymphozyten, T-Zellen (CD45R0) und Perforin positiven 
zytotoxischen Lymphozyten in CS, während die Genexpression bei IGCM und MCA 
mit der Zahl der Leukozyten und Makrophagen korrelierte. 
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Abb. 8: TLR-Expressionsprofile von Patienten mit MCA, CS und IGCM. 
a) Signifikante Dysregulation von zellulären und toll-like Rezeptoren bei 
Patienten gegenüber den Kontrollen. 
b) Signifikante Reduktion von TLR3, TLR4 und TLR9 in allen Patienten im 
Vergleich zu den Kontrollen. Reproduziert aus (Lassner et al. 2014).     
 
Abb. 9: Expressionsprofile für Chemokine und Zytokine bei von Patienten mit 
MCA, CS und IGCM. 
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EMB vom IGCM Patienten wiesen in diesem Vergleich ein charakteristisches 
Profil mit substantiell verstärkter Expression von CCL20, FoxP3, IFN-b, IL-6 und 
IL-10 auf. Reproduziert aus (Lassner et al. 2014).  
 
 
Das Remodeling der extrazellulären Matrix (ECM) unter kardialer Inflammation wurde 
an Patienten mit Herzinsuffizienz bei normaler Ejektionsfraktion (HFNEF) untersucht 
(Westermann et al. 2011). Die systolische und diastolische Funktion des linken 
Ventrikels wurde dabei jeweils mittels Echokardiographie und Herzkatheter bei 20 
Patienten mit HFNEF sowie 8 Kontrollen ermittelt. Außerdem wurden von jedem 
Probanden EMB und Serumproben genommen. Diese wurden dann mittels 
präamplifizierter real-time PCR analysiert. Als housekeeping Gen wurde CDKN1B 
eingesetzt.   
Die EMB von HFNEF Patienten zeigten eine Akkumulation von kardialen Kollagen. 
Das zeigte sich vor allem in einer signifikant erhöhten Expression von Kollagen Typ I 
und Kollagen Typ III im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 10). Es kam zu einem 
deutlichen Anstieg der Ratio von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III und zu einem 
Anstieg des tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP) in EMB von HFNEF 
Patienten. Darüber hinaus kam es in diesen Proben noch zu einem Anstieg der 
inflammatorischen Marker CD3, CD11a und CD45 sowie des vaskulären 
Zelladhäsionsmoleküls-1 (VCAM-1) (Abb. 11). Die inflammatorischen Zellen 
beeinflussen die Expression des profibrotischen transforming growth factors beta 
(TGF-b) und führen dadurch zu einer Transdifferenzierung der Fibroblasten zu 
Myofibroblasten. Diese Abläufe resultieren schließlich in einer erhöhten Produktion 
von Kollagen und einen Abfall der Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1), bestens 
bekannt als die führende Kollagenase im humanen Herzen (Abb. 12). Untersuchungen 
der Serumproben offenbarten eine gesteigerte Expression des carboxy-terminalen 
Telopeptid I in den Proben der HFNEF-Patienten, ein wichtiger Serummarker für 
Degradierung von Kollagen. Außerdem konnte in den Proben ein Anstieg des 
Prokollagen Typ 1 beobachtet werden, ein Zeichen für gesteigerte Kollagenproduktion. 
Zusammenfassend zeigte sich eine Assoziation zwischen kardialen Kollagen, der 
Anzahl an inflammatorischer Zellen und der diastolischen Dysfunktion, sodass von 
einem direkten Einfluss der Inflammation auf die Fibrose und schlussendlich auch auf 
die diastolische Dysfunktion ausgegangen werden kann. 
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Abb. 10: Erhöhte Expression von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III in EMB von 
HFNEF Patienten im Vergleich zu Kontrollen. 
AF: Flächenfraktion. Reproduziert aus (Westermann et al. 2011).  
 
 
Abb. 11: Anstieg von VCAM-1 sowie der Inflammationsmarker CD3, CD11a und 
CD45 in EMB von HFNEF Patienten im Vergleich zu Kontrollen. 
AF: Flächenfraktion. Reproduziert aus (Westermann et al. 2011). 
 
 
Abb. 12 Down-Regulation von MMP-1 in EMB von HFNEF Patienten im Vergleich 
mit Kontrollen. 
 AF: Flächenfraktion. Reproduziert aus (Westermann et al. 2011). 
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Eine zweite Studie zum kardialen Remodeling (Kasner et al. 2011) mit HFNEF 
Patienten untersuchte 26 Patienten (15 weiblich) und 15 Kontrollen (4 weiblich). Auch 
hier wurden alle Probanden mittels Echokardiographie untersucht und es wurden von 
jedem EMB gewonnen. Die Genexpressionsanalyse der EMB erfolgte wieder mit Hilfe 
der präamplifizierten real-time PCR und als housekeeping Gen wurde CDKN1B 
verwendet. 
Es zeigte sich auch hier, dass EMB von HFNEF Patienten einen signifikanten Anstieg 
vom Gesamtkollagen inklusive Kollagen Typ I (2.1-facher Anstieg) aufweisen. Darüber 
hinaus offenbarte sich eine deutlich ansteigende Tendenz für Kollagen Typ III (1.6-
facher Anstieg) (Abb. 13). Außerdem wiesen HFNEF Patienten ein gesteigertes 
Kollagen-Crosslinking (Abb. 14) und eine Überexpression der Lysyloxidase (LOX) auf. 
Im Flow-Doppler demonstrierte lediglich die E/A Ratio eine Korrelation mit der 
Kollagen-Volumenfraktion (CVF). Dagegen korrelierten Tissue-Doppler Parameter mit 
CVF, Kollagen Typ I und den linksventrikulären Füllungsindex, während keine 
Assoziation mit Kollagen Typ III gefunden werden konnte. Das Kollagen-Crosslinking 
und die LOX-Expression zeigten Assoziationen mit Kollagen Typ I und den 
linksventrikulären Füllungsindex, aber keine Korrelation mit dem Flow-Doppler. 
Schließlich fand sich auch hier eine Korrelation zwischen der Überexpression von 
Kollagen und reduzierter Herzfunktion. 
 
Abb. 13: Erhöhte Expression von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III normalisiert 
zu CDKN1B in EMB von HFNEF Patienten im Vergleich zu Kontrollen. 
Reproduziert aus (Kasner et al. 2011). 
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Abb. 14 Gesteigertes Kollagen-Crosslinking in HFNEF Patienten im Vergleich zu 
Kontrollen. 
Reproduziert aus (Kasner et al. 2011). 
 
 
4.2.2 Anwendung T-PreAmp an Proben aus peripheren Blutzellen bzw. peripheren Blut 
 
Aufgrund des Potentials zellfrei zirkulierender lncRNA als Tumormarker für Patienten 
mit Krebserkrankungen des Urogenitaltraktes, erfolgte in einer Studie (Kohls et al. 
2015) eine Evaluierung von RNA-Isolation, cDNA-Synthese, Präamplifikation und PCR 
am Beispiel der lncRNA MALAT1 an Serumproben von Patienten mit urogenitalen 
Erkrankungen. Dazu wurden Serumproben von insgesamt 52 Probanden untersucht. 
Im Einzelnen handelte es sich dabei um 10 Patienten mit Prostatakarzinom, 10 
Patienten (9 männlich, 1 weiblich) mit nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinom, 10 
Patienten (9 männlich, 1 weiblich) mit muskelinvasiven Harnblasenkarzinom, 10 
Patienten (6 männlich, 4 weiblich) mit klarzelligen Nierenzellkarzinom und 12 
Probanden (7 männlich, 5 weiblich) mit nicht-malignen Erkrankungen. Das 
Durchschnittsalter lag bei Betrachtung aller Probanden bei ca. 67 Jahren. Als Zielgen 
wurde lncRNA-MALAT1 festgelegt, und als housekeeping Gen diente ACTB.  
Unter Anwendung der Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode kam es zu einer 
deutlichen Signalverstärkung um das bis zu 1000-fache des housekeeping Gens 
ACTB und des Zielgens MALAT1. Die Verstärkung des Signals verhielt sich dabei 
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linear. So kam es für ACTB zu einem mittleren Ct-Gewinn von rund 10 Zyklen und für 
MALAT1 von rund 11 Zyklen. Die Ct-Mittelwerte aus den Serumproben lagen im 
Schnitt bei ca. 16 Zyklen für ACTB und bei ca. 18 Zyklen für MALAT1. Erst ab Ct-
Werten über 20 Zyklen zeigten sich unspezifische Signale (Abb. 15).  
Bei der Kontrolle der Primereffizienz mit und ohne Präamplifikation an Tumorgewebe 
aus einem klarzelligen Nierenzellkarzinom kam es zu keinen nennenswerten 
Unterschieden. Für das housekeeping Gen ACTB galt dabei ein Wert von R²=0.99937 
mit T-PreAmp, respektive zu R²=0.99001 ohne T-PreAmp. Ähnliche Ergebnisse 
wurden für das Zielgen MALAT1 ermittelt: R²=0.99698 mit T-PreAmp, respektive 
R²=0.99991 ohne T-PreAmp (Abb. 15). 
 
 
Abb. 15 Ct-Werte und Primer-Effizienzen für ACTB und MALAT1 mit und ohne T-
PreAmp. 
  Reproduziert aus (Kohls et al. 2015). 
 
 
In einer weiteren Studie (Mharakurwa et al. 2014) wurde die Präamplifikation zur 
erfolgreichen Detektion und Genotypisierung von Plasmodium falciparum Infektionen 
während einer dramatischen Verschlechterung der Malaria eingesetzt. Dazu wurden 
Proben von 84 Blutausstrichen gewonnen und amplifiziert. Bei 11 Proben konnte 
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schon ohne die T-PreAmp Plasmodium falciparum DNA nachgewiesen werden. Die 
restlichen 73 Proben wurden mit der T-PreAmp analysiert. Ziel der 
Expressionsanalyse war die Plasmodium falciparum 3D7 DNA. 
Von den 84 Proben konnten mikroskopisch 53 Proben (63%) bereits als positiv erkannt 
werden. Von diesen 53 schon mikroskopisch als positiv erkannte Proben konnten 
lediglich 23 Proben (27.4% in Bezug auf die 84 Gesamtproben) in der nicht 
präamplifizierten qPCR als Plasmodium falciparum positiv erkannt werden. Unter 
Einsatz der präamplifizierten qPCR konnten immerhin 30 Proben (35.7% in Bezug auf 
die 84 Gesamtproben) als positiv erkannt werden. Darüber hinaus wurden von den 31 
Proben, die sowohl mikroskopisch als auch in der qPCR als negativ erkannt wurden, 
unter Anwendung der präamplifizierten Genexpressionsanalyse 9 weitere Proben als 
Plasmodium falciparum positiv erkannt. Somit konnte die Sensitivität der 
Genexpressionsanalyse durch die Präamplifikation mit der T-PreAmp Methode 
signifikant (p<0.0005) verbessert werden. Dadurch wurde scheinbar selbst die 
Auswertung von Proben mit limitierten Mengen an extrahierbarer Plasmodium 
falciparum DNA möglich. Dies wird besonders dann deutlich, wenn man darauf schaut, 
ob ein suffizientes DNA-Signal erreicht wurde oder nicht. Ohne Präamplifikationsschritt 
konnte man lediglich in 11 von 84 Proben (13.1%) ein suffizientes DNA-Signal 
ermitteln. Dagegen konnte unter Verwendung der T-PreAmp Methode schon in 61 von 
84 Proben (72.6%) ein suffizientes DNA-Signal erzielt werden (Abb. 16). 
 
Abb. 16:  Suffiziente und insuffiziente DNA-Signale (in %) bei der Amplifizierung mit 
und ohne T-PreAmp im Vergleich. 
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Bei Betrachtung der Ct-Werte aller Targets mit suffizienter Amplifikation ergaben sich 
folgende Zahlen. Ohne die präamplifizierte Genexpressionsanalyse lag der 
durchschnittliche Ct-Wert der Zielgene bei 32.54 Zyklen. Unter präamplifizierten 
Bedingungen konnte ein durchschnittlicher Ct-Wert von 21.62 Zyklen erreicht werden. 
Das entspricht einem deutlichen Ct-Gewinn von durchschnittlich 10.92 Zyklen (Abb. 
17). 
 
 
Abb. 17: Durchschnittliche Ct-Werte für die suffiziente Amplifizierung mit und ohne 
T-PreAmp.  
 
 
In einer bereits oben erwähnten Arbeit (Noutsias et al. 2008) wurde die T-PreAmp-
Methode auch an mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) angewendet. 
Für diesen Teil der Untersuchung wurden Blutproben von 5 gesunden Probanden 
entnommen. Als housekeeping Gene wurden CDKN1B, HPRT-ABI und HPRT-CCM 
verwendet und folgende 92 Zielgene festgelegt: CDKN1B, HPRT-CCM, CD3d, CD3z, 
TRBC, TRBV2, TRBV3, TRBV4, TRBV5, TRBV6, TRBV7, TRBV9, TRBV10, TRBV11, 
TRBV12, TRBV13, TRBV14, TRBV15, TRBV16, TRBV18, TRBV19, TRBV20, 
TRBV23, TRBV24, TRBV25, TRBV27, TRBV28, TRBV29, TRBV30, IL 1b, IL 2, IL5, IL 
6, IL 10, IL 27, IFN-b, IFN-g, TNF-a, TGF-b, CXCL 14, CX3CL 1, APN, APN-R1, APN-
R2, NFATC3, CYR61, TF, Ku70, Ku80, FoxP3, T-bet, GATA3, GRAIL, Granzyme A, 
Granzyme B, Granulysin, Perforin, MAN1A2, Eomesodermin, RHAMM, Rho GTPAse 
1, Rho GTPAse 2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, MYD88, TRAF3, TRAF6, IRF3, 
IRF7, MAPK8, MAPK14, STAT1, SOCS3, AP-1, hsp70, Laminin, Kollagen I, Kollagen 
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III, Kollagen IV, MMP2, MMP8, MMP9, TIMP1, TIMP4, uPA, av5b1, GDF15, CD62E 
und CD56. 
Zunächst zeigten sich deutliche Unterschiede bezüglich der housekeeping Gene. 
Während der Ct-Gewinn für HPRT-CCM bei 7.2 Zyklen lag, erzielte das HPRT-ABI 
Assay lediglich einen Gewinn von 4.9 Zyklen. Die Präamplifikationsuniformitäten 
normalisiert zu CDKN1B lagen bei 0.82 für HPRT-CCM und 3.14 für HPRT-ABI. Auf 
Grund dieser schlechteren Performance des HPRT-ABI Assays wurde anschließend 
nur noch HPRT-CCM als housekeeping Gen eingesetzt.  
Beim Einsatz der T-PreAmp an PBMCs zeigte sich, dass ohne die T-PreAmp der 
durchschnittliche Ct-Wert der real-time RT-PCR 31.28 ± 3.47 Zyklen betrug, mit 
Ausnahme von CD56. Unter Anwendung der T-PreAmp mit anschließender real-time 
RT-PCR kam es zu einer signifikanten (p<0.0001) Verbesserung der Ct-Werte auf 
durchschnittlich 23.91 ± 3.46 Zyklen bei einem gemittelten Ct-Gewinn von 7.37 ± 0.51 
Zyklen, unter Ausnahme von CD56. Die Präamplifikationsuniformitäten lagen dabei mit 
Ausnahme von CD56 für alle Zielgene im Zielbereich zwischen -1.5 und +1.5 (Abb. 
18b), im Detail 0.24 ± 0.50 (Bereich -1.26 bis 1.29) in Relation zu CDKN1B und 0.39 
± 0.54 (Bereich -1.06 bis 1.49) normiert zu HPRT-CCM. Mit Blick auf CD56 lag die 
Präamplifikationsuniformität lediglich bei 3.63 normiert zu CDKN1B und 2.82 normiert 
zu HPRT-CCM. In den durchgeführten Analysen konnten dafür keine spezifischen 
Fehler der T-PreAmp ausfindig gemacht werden. Am ehesten ist die schlechtere 
Performance von CD56 im Vergleich zu allen anderen Zielgenen wohl noch durch 
zufällige Interaktionen im Versuchsassay zu erklären, wie sie immer mal wieder 
vorkommen können. Bezüglich der PCR-Effizienz konnten keine signifikanten 
Unterschiede beim Vergleich der präamplifizierten (0.92 ± 0.04) mit der direkten nicht-
präamplifizierten real-time PCR (0.89 ± 0.05) festgestellt werden (Abb. 18a).  
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Abb. 18: a) Vergleich der PCR Effizienz in PBMC mit und ohne T-PreAmp. 
Rote Balken markieren TaqMan Genassays (Applied Biosystems) und blaue 
Balken markieren selbstdesignte Genassays.  
b) T-PreAmp Uniformität für die Zielgene an PBMCs in acht verschiedenen 
Verdünnungen. 
Der rote Balken markiert den Mittelwert mit SD pro Zielgen für die acht 
Reaktionen bei unterschiedlicher Verdünnung. Reproduziert aus (Noutsias et 
al. 2008).  
 
 
In einem Patienten mit DCMi konnte eine hohe B19V Viruslast in EMB, PBMC und 
Serum bei seiner initialen Vorstellung in der Klinik gemessen werden (Streitz et al. 
2008). Zur Genexpressionsanalyse wurde die mit der T-PreAmp präamplifizierte real-
time PCR angewendet.  
Im Verlauf von 6 und 12 Monaten kam es zu einem klaren Rückgang der Viruslast in 
EMB. In den PBMC- und Serumproben war zu diesen Zeitpunkten gar keine Viruslast 
mehr nachweisbar. Für Ex-vivo Analysen zum zellulären Immunresponse zu den 
Zeitpunkten 6 und 12 Monate nach initialer Präsentation wurden überlappende 
Peptide, welche das ganze B19V Virusgenom repräsentieren, genutzt. Diese 
Untersuchungen zeigten eine massive Antwort CD8-positiver T-Zellen auf die Peptide 
SALKLAIYKA und QSALKLAIYK, sowie lediglich niedrige Antworten auf 
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GLCPHCINVG und LLHTDFEQVM, allesamt Peptide mit 10 Aminosäuren. Nahezu 
identische Resultate fanden sich zum Auslesen mit TNF-a anstatt IFN-g, mit 
Ausnahme von LLHTDFEQVM, welches nur eine sehr kleine Reaktion induzierte. 
Darüber hinaus konnte auch eine leichte Reaktion CD4-positiver T-Zellen auf die 
genannten Peptide beobachtet werden. Genexpressionsanalysen eines IFN-g 
Sekretionsassays mit T-Zell Antwort auf SALKLAIYKA und GLCPHCINVG zeigten 
eine unverhältnismäßig hohe Expression von TRBV11 (Abb. 19), dominante 
Expression von Th1 (IFN-g, IL-2, IL-27, T-bet), sowie zytotoxischer T-Zellen Marker 
(Perforin, Granzyme B) (Abb. 20, a + b). Auf der anderen Seite wurde für Th2 (IL-4, 
GATA3) und regulatorische T-Zellen (FoxP3) eine geringe Genexpression gefunden 
(Abb. 20, b + c). Schließlich wurde für generelle Inflammationsmarker wie IL-6, TNF-
a und NFkB ein deutlicher Expressionsanstieg nachgewiesen. 
 
Abb. 19:  Expression der TRBV-Familie in B19V antigenspezifischen (selektierten) 
T-Zellen. 
Es sind die relativen Expressionen der TRBV-Familien in Relation zu TRBC in 
nicht-selektierten PBMC (grün) verglichen mit positiv- (dunkelblau) und negativ-
selektierten (hellblau) GLCPHCINVG reaktiven T-Zellen sowie positiv- (rot) und 
negativ-selektierten (gelb) SALKLAIYKA reaktiven T-Zellen zu sehen. 
Reproduziert aus (Streitz et al. 2008).  
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Abb. 20: Differentielle Expression von T-Zell-Marker in B19V antigenspezifischen 
T-Zellen. 
Differentielle Expression von T-Zell-Marker normalisiert zu CD3d in nicht-
selektierten PBMC (grün) verglichen mit positiv- (dunkelblau) und negativ-
selektierten (hellblau) GLCPHCINVG reaktiven T-Zellen sowie positiv- (rot) und 
negativ-selektierten (gelb) SALKLAIYKA reaktiven T-Zellen. Reproduziert aus 
(Streitz et al. 2008). 
 
 
Im Rahmen einer weiteren Arbeit (Marnetto et al. 2014) erfolgte ein Vergleich zwischen 
einer Präamplifikation mit anschließender PCR und der Durchflusszytometrie zur 
Quantifizierung von CD19-RNA im Blut. Die Studie diente der Personalisierung der 
Rituximab-Therapie bei NMOSD (Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder) Patienten, 
um eine optimale Therapie zu gewährleisten. Es wurden die Blutproben von insgesamt 
50 Patientinnen unter Rituximab-Therapie bei NMOSD analysiert. Außerdem wurden 
drei Gene als mögliche housekeeping Gene untersucht. Dabei zeigte GAPDH mit 
99.89% gegenüber CASC3 (98.13%) und HPRT1 (98.36%) die höchste 
Amplifikationseffizienz und wurde somit für alle Untersuchungen als housekeeping 
Gen verwendet. 
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Es wurden 50 Proben von Patienten unter Rituximab-Therapie ohne Präamplifikation 
untersucht. Dabei war die CD19 mRNA in 30 von 50 Proben (60%) nicht detektierbar 
oder wies einen Ct-Wert >35 auf. Unter Anwendung der Präamplifikation kam es zu 
einem mittleren Ct-Gewinn von 7.57 ± 0.21 in Bezug zu CDKN1B und 7.48 ± 0.27 in 
Bezug zu GAPDH. Für das Zielgen CD19 wurde ein Ct-Gewinn von durchschnittlich 
7.71 ± 0.23 erzielt. Die mittlere Präamplifikationsuniformität für GAPDH in Bezug auf 
CDKN1B betrug 0.0925 ± 0.0575. Die Präamplifikationsuniformität von CD19 in 
Relation zu CDKN1B betrug durchschnittlich -0.135 ± 0.025, damit konnten 
Interferenzen der beiden Targets ausgeschlossen werden. Zur Testung der Intra-
Assay-Varianz wurde ein RNA-Pool, kommerzielle humane standard RNA (Universal 
Human Reference RNA, Agilent Technologies) und eine Probe eines NMOSD 
Patienten fünfmal in derselben Amplifikationssession getestet und es zeigten sich 
dabei niedrige Intra-Assay-Varianzen von durchschnittlich 1.05% (Abb. 21). Die 
Testung der Inter-Assay-Varianz erfolgte mit einem RNA-Pool und einer 
kommerziellen Standard RNA dreimal in unabhängigen Amplifikationssessions. Dabei 
konnten ebenfalls niedrige Inter-Assay-Varianzen von durchschnittlich 2.13% gezeigt 
werden (Abb. 22). Schlussendlich wurden zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit der 
gesamten Prozedur von der Extraktion, über die Präamplifikation, bis hin zur real-time 
PCR drei gepaarte Proben untersucht. Dabei zeigte sich ebenfalls eine gute und 
zuverlässige Reproduzierbarkeit der präamplifizierten Genexpressionsanalyse (Abb. 
23). 
Für den Vergleich zwischen der präamplifizierten real-time PCR mit der 
Durchflusszytometrie standen 47 Probenpaare zur Verfügung. Bei diesem Vergleich 
kam es zu deutlichen Vorteilen zu Gunsten der präamplifizierten 
Genexpressionsanalyse. Mit der Durchflusszytometrie konnte ein CD19 Anstieg in 8 
Probenpaaren registriert werden. Diese 8 Probenpaare wurden auch von der 
präamplifizierten real-time PCR als positiv erkannt. Darüber hinaus wurden mit der 
präamplifizierten real-time PCR weitere 8 Probenpaare als positiv erkannt, die mit der 
Durchflusszytometrie nicht erkannt wurden. Eine Serientestung mit 5 Probenpaaren 
an mehreren Zeitpunkten ergab zu dem, dass mit der präamplifizierten real-time PCR 
in 3 von 5 Probenpaaren eine CD19 Positivität zwischen ein und drei Monate früher 
erkannt werden konnte, als mit der Durchflusszytometrie.  
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Abb. 21: Intra-Assay-Varianzen für GAPDH und CD19.  
Drei Proben wurden jeweils fünffach in der gleichen Amplifikationssession 
getestet. Zu sehen sind die Mittelwerte mit SD und CV. Reproduziert aus 
(Marnetto et al. 2014). 
 
 
Abb. 22: Inter-Assay-Varianzen für GAPDH und CD19.  
Zwei Proben wurden jeweils dreifach in unterschiedlichen 
Amplifikationssessions getestet. Zu sehen sind die Mittelwerte mit SD und CV. 
Reproduziert aus (Marnetto et al. 2014). 
 
 
Abb. 23: Reproduzierbarkeit der gesamten Amplifikation, inklusive Extraktion, 
Präamplifikation und real-time PCR für drei gepaarte Proben.  
Zu sehen sind die Mittelwerte mit SD und CV für GAPDH und CD19. 
Reproduziert aus (Marnetto et al. 2014). 
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Für die nächste Studie (Veroni et al. 2015) wurde die T-PreAmp an PBMC und 
Liquorproben von MS-Patienten angewendet. Es wurden die Proben von 31 Patienten 
mit schubförmig remittierender Multipler Sklerose (RRMS) ohne 
immunmodulatorischer Therapie während der letzten 12 Monate untersucht. Das 
Durschnittsalter der Patienten lag bei ca. 33 Jahren. Es nahmen 11 männliche und 20 
weibliche Patienten teil. Als housekeeping Gen wurde GAPDH verwendet. Es wurden 
folgende 41 zellulären Zielgene amplifiziert: CD20, CD19, CD138, BCMA, CD4, CD8, 
CD56, NKp46, CD68, FoxP3, BDCA-2, Perforin, Granzyme B, MMP-9, IFN-y, TNF, IL-
1ß, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-15, IL-17A, IL-12B bzw. p40, CXCL10, CXCL13, 
IRF7, ISG20, IFI6, MxA, PKR, OAS1, IFIT1, Usp18, IFN-aR1, MHCII, NAMPT, BAFF, 
iNOS und COX-2. Des Weiteren wurden die folgenden 7 Zielgene für die EBV (Epstein 
Barr Virus) Genexpressionsanalyse verwendet: EBER1, EBNA1, EBNA3A, LMP1, 
LMP2A, BZLF1 und gp350/220. 
Im Hinblick auf Inflammation und immunabhängiger Genexpression konnten zwischen 
dem Liquor und den PBMC einige Unterschiede festgestellt werden. Dazu wurden 
gepaarte Liquor und PBMC Proben von 29 RRMS Patienten untersucht. Es zeigte sich 
dabei ein signifikanter Anstieg von CD138 und BCMA (p<0.0001) in Liquorproben, 
während es in PBMC zu einem signifikanten Anstieg von CD68 (p=0.0002) kam. 
Darüber hinaus waren in Liquorproben auch CD4, FoxP3, BDCA-2, IFN-g, IL-10, p40, 
CXCL13, IRF7 und Usp18 im Vergleich zu PBMC signifikant erhöht. Auf der anderen 
Seite wiederum konnten signifikante Anstiege von Granzyme B, MMP-9, IL-4, IL-6, 
IFIT1, NMAMPT und COX-2 in PBMC im Vergleich zu den Liquorproben registriert 
werden. Mit einer Korrelationsanalyse nach Spearman konnte eine signifikante 
Korrelation zwischen inflammatorischen Liquorparametern und der 
Genexpressionlevel aus Liquorproben bestätigt werden. Dies galt nicht für PBMC-
Proben. Die Anzahl an Zellen im Liquor korrelierte positiv mit BCMA (r=0.49, p=0.005) 
und CD138 (r=0.44, p=0.013) sowie negativ mit CD68 (r=-0.65, p=0.0001) und IL-10 
(r=-0.52, p=0.003). Zwischen CD20 (r=0.49, p=0.005) und dem IgG Index konnte eine 
positive Korrelation ermittelt werden, während der IgG Index negativ mit IL-2 (r=-0.43, 
p=0.016) korrelierte.  
Bei weiteren Untersuchungen wurden Unterschiede in der Genexpression von RRMS 
Patienten unter Berücksichtigung klinischer, radiologischer und demografischer 
Aspekte untersucht. Dabei zeigten sich nur sehr vereinzelte Unterschiede in der 
Genexpression der Zielgene, sowohl an Liquorproben, als auch an PBMC. Weibliche 
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Patienten und Patienten in klinischer Remission zeigten eine signifikant erhöhte 
Expression von CD4 im Liquor im Vergleich zu männlichen Patienten und Patienten 
mit Rezidiv. 
Um eine mögliche Verbindung zwischen den immunabhängigen 
Genexpressionsmustern und dem EBV-Status der Patienten abzuklären, wurden die 
bereits oben genannten 7 EBV spezifischen Zielgene in allen analysierbaren PBMC 
und Liquorproben untersucht. EBV Transkripte waren dabei lediglich in 3 von 31 
Liquorproben (9.7%) und in 4 von 29 PBMC Proben (13.8%) von 5 aus 31 Patienten 
(16.1%) ermittelbar. Drei der fünf EBV positiven Patienten befanden sich in einem 
klinischen Rezidiv und die restlichen zwei EBV positiven Patienten befanden sich in 
klinischer Remission. In Relation zu GAPDH als housekeeping Gen lagen die 
Expressionsniveaus der EBV Transkripte zwischen 100 und 1000-fach niedriger als 
für CD19 und CD20. 
Die Präamplifikationsuniformität lag für die EBV Zielgene bei 0.33 ± 0.35 und für 
zelluläre Transkripte bei 0.90 ± 0.41, somit lagen in dieser Versuchsreihe sehr gute 
Uniformitäten vor. Die PCR-Effizienz für virale Gene lag mit und ohne 
Präamplifikationsschritt und bei unterschiedlichen Verdünnungen nahezu identisch in 
Bereichen zwischen 0.97 und 1.08. Unter Anwendung der präamplifizierten real-time 
PCR kam es zu einer signifikanten (p<0.0001) Verbesserung der Ct-Werte um 
durchschnittlich 4.6 ± 0.4 Zyklen im Vergleich zur direkten real-time PCR (Abb. 24). 
Durch diese Verbesserung der Sensitivität erlaubte die Präamplifikation eine relative 
Quantifizierung von niedrig exprimierten Transkripten wie IL-2, IL-4, IL-6, p40, IL-15 
und IL-17A. Mit der direkten real-time PCR waren diese Transkripte aus dem Liquor 
und aus den peripheren Blutzellen der MS-Patienten nicht detektierbar. An den drei 
Liquorproben von Patienten mit positivem Nachweis für das Epstein-Barr-Virus (EBV) 
lagen die Ct-Werte für GAPDH zwischen 17.3 und 18.2 Zyklen. Dagegen betrug der 
durchschnittliche Ct-Wert der Kohorte mit Multipler Sklerose (MS) 20.0 Zyklen. 
Insgesamt ergaben in der MS Kohorte 22 von 31 Liquorproben (71%) einen Ct-Wert 
von über 18.5 Zyklen für GAPDH. Es ist daher nicht auszuschließen, dass virale 
Transkripte aufgrund von insuffizienten Material in einigen Liquorproben nicht 
erkennbar waren, trotz des Einsatzes der Präamplifikation. 
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Abb. 24: Ct-Werte für EBV-Transkripte mit (dunkle Balken) und ohne (weiße Balken) 
T-PreAmp im Vergleich.  
Reproduziert aus (Veroni et al. 2015). 
 
 
In der nächsten Arbeit (Bittman et al. 2005) wurde die stressbewältigende Wirkung des 
Recreational music-making (RMM) untersucht. Das RMM ist ein Programm, in 
Rahmen dessen sich Menschen durch aktives Musizieren von alltäglichen Stressoren 
entspannen sollen. Dazu wurden Blutproben von 32 freiwilligen Probanden (25 
weiblich, 7 männlich) mittels präamplifizierter RT-qPCR unter Anwendung der T-
PreAmp untersucht. Zu Beginn durchliefen alle 32 Teilnehmer eine Stresssituation 
indem sie ein Puzzle legen sollten (Phase 1). Danach wurden die Teilnehmer in drei 
Gruppen aufgeteilt. Eine Kontrollgruppe von 8 Personen, die sich entspannen sollte. 
Die zweite Gruppe, ebenfalls bestehend aus 8 Personen, bekam die Aufgabe weiter 
zu puzzeln und schließlich eine dritte Gruppe mit 16 Personen die sich mit der RMM 
entspannen sollten (jeweils Phase 2). Die Blutentnahmen erfolgten bei allen 
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Teilnehmern jeweils zu Beginn von Phase 1, im Anschluss an Phase 1 (Puzzeln) und 
schließlich am Ende nach der jeweiligen Phase 2 entsprechend der drei Gruppen.  
In der RT-qPCR-Analyse der Blutproben wurden die folgenden 47 Zielgene bezüglich 
ihrer Expressionsrate betrachtet: BAG1, CCR3, CD4, CSF2, GAPDH, GLCCI1, HIF1A, 
IL10, IL13, IL1B, IL2RB, IL5, IL8, LIF, MPO, NK4, POMC, PTGES2, PTGS2, STAT1, 
STAT4, TBX21, TGF-B1, TYMS, CCL3, CCR5, CD8B1, CSF3, GATA3, GZMB, IFN-g, 
IL12B, IL1A, IL2, IL4, IL6, KLRG1, LTB, NFkB1, NR3C1, PPIA, PTGS1, SOCS3, 
STAT3, STAT6, TGF-a, TNFRSF8. Als housekeeping Gen wurde Cyclophilin (PPIA) 
verwendet. 
Da jeder Organismus anders und damit auf eine bestimmte Art und Weise auch 
spezifisch auf verschiedene Stressoren reagiert, musste für jeden Probanden 
individuell ein Genexpressionsmuster der Zielgene erarbeitet werden. Dazu wurde vor 
der Phase 1 die Expression der Zielgene als Basis unter Stresseinfluss registriert. Im 
Anschluss an Phase 1 wurde die Expression der Zielgene unter Stresseinfluss 
ermittelt. Hierbei kam dann die Individualität des einzelnen Probanden zu trage, indem 
bei dem einen ein Zielgen unter Stress heraufreguliert wurde, während es bei einem 
anderen zu einer Herabregulierung des gleichen Gens kam. Nach der jeweiligen 
Phase 2 wurde dann untersucht, inwieweit sich die Expression der Zielgene seit der 
letzten Untersuchung nach Phase 1 wieder umgekehrt hat. In der RMM-Gruppe kam 
es bei 19 der 47 Zielgene zu einer signifikanten Umkehr der Genexpression und bei 
der Kontrollgruppe lediglich bei 6 der 47 Zielgene. Bei der letzten Gruppe, die weiterhin 
gepuzzelt hatte, veränderte sich schließlich keines der 47 Zielgene, was bei 
gleichbleibender Aufgabe auch so zu erwarten war. Somit lässt sich schlussfolgern, 
dass die RMM-Methode tatsächlich eine gute Möglichkeit zur Stressreduktion bzw. zur 
Stressbewältigung darstellt, da es in dieser Gruppe zu einer zügigen Umkehr der 
Genexpression einiger Zielgene kam und diese Gruppe damit der Kontrollgruppe und 
erst recht der weiterhin mit Stressoren ausgesetzten Gruppe ziemlich deutlich 
überlegen war. Leider wurden keine methodischen Angaben zur Anwendung der T-
PreAmp angeführt, sodass dazu keinerlei Aussagen getroffen werden können. 
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4.2.3 Anwendung T-PreAmp an FFPE-Proben aus unterschiedlichen Geweben 
 
Typischerweise werden die Proben von Gewebebiopsien mit Formalin und Paraffin 
fixiert. Man spricht in dem Fall von FFPE-Proben. Allerdings geht diese 
Fixationsmethode auch mit einigen Problemen einher. So wird die Auswertbarkeit der 
Biopsien durch diese Art der Fixation deutlich erschwert. Durch die Behandlung mit 
Alkohol und Paraffin kommt es zu deutlichen Veränderungen an den Proben, vor allem 
auf molekularer Ebene. Des Weiteren ist die Menge an extrahierbarer RNA bzw. DNA 
aus FFPE-Proben stark limitiert. Das macht eine zuverlässige und präzise 
Auswertbarkeit mittels herkömmlicher PCR-Analysen so gut wie unmöglich. Mit der 
Anwendung eines Präamplifikationsschrittes im Setting der PCR-Analyse scheinen 
diese Probleme beherrschbar zu sein. 
 
 
In der ersten Studie zu diesen Punkt wurde die T-PreAmp für die 
Genexpressionsanalyse an FFPE-Proben evaluiert (Ciotti et al. 2009). Das Gewebe 
stammte dabei aus Brustbiopsien von drei unterschiedlichen Personen. Eine Person 
hatte ein duktales Mammakarzinom, die zwei anderen waren gesund. Aus den 
Gewebeproben der zwei gesunden Personen wurden außerdem noch 
schockgefrorenen Schnitte hergestellt.  
Für die Analyse mittels RT-qPCR und einem davor geschalteten Präamplifikations-
schritt nach dem T-PreAmp Protokoll wurden 96 Zielgene festgelegt. Im Einzelnen 
ABCB1, ABCC1, ACTB, AKT1, ATM, BACH1, BAG1, BARDI, BCL2, BCL2L11, 
BCL2L1, BCL2L2, BCL3, BIRC2, BIRC3, BIRC5, BTRC, CCNB1, CCND1, CCNE1, 
CD68, CDC25A, CDH1, CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2A, CDKN2B, 
CDKN2C, CTSL2, CXCR4, DAPK1, E2F4, EGF, EGFR, EIF4A2, EIF4EBP1, EIF4E, 
EIF4G1, EIF4G2, ERBB2, ESR1, ESR2, FADD, FAS, FASLG, FGF1, FRAP1, 
GAPDH, GATA3, GCN5L2, GRB7, GUSB, HIF1A, HOXB13, HSBP1, ID1, IGF1, 
IGF1R, IGF2, IL11, IL17RB, IL8, MKI67, MMP11, MMP2, MMP9, MTA3, MYBL2, MYC, 
NCOA3, NCOR1, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, PDGFA, PGR, PINK1, PLAU, PSME1, 
PTEN, PTGS2, RAD51C, RB1, RPLP0, RPS6KB1, SCUBE2, SKP2, SMAD2, STK6, 
TERT, TFRC, TGF-B1, TGF-BR1, TGFBR2 und VEGF. Als housekeeping Gen wurde 
RPLP0 verwendet. 
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An der humanen Referenz-RNA konnten ohne Präamplifikation nur 82 der 96 Zielgene 
(85.4%) amplifiziert werden. Unter Anwendung der Präamplifikation gelang es alle 96 
Zielgene zu amplifizieren (Abb. 25). Dabei führte die Durchführung einer 
Präamplifikation zu einer Steigerung der initialen RNA um das 2.5-fache und 
überzeugte mit einer hohen Präamplifikationsuniformität, indem 92% der Zielgene im 
ΔΔCt-Bereich ± 1.5 lagen (Abb. 26). 
An schockgefrorenen Proben zeigte sich eine vergleichbare Konstellation. So konnten 
ohne Präamplifikation lediglich 86 der 96 Zielgene (89%) amplifiziert werden. Dagegen 
waren unter Anwendung eines Präamplifikationsschrittes abermals alle Zielgene 
amplifizierbar (Abb. 27). Die Präamplifikationsuniformität lag auch hier bei 
überzeugenden 93% (Abb. 28). 
Bei Genexpressionsanlaysen an den FFPE-Proben aus gesundem Brustgewebe 
konnten ohne Präamplifikation nur 79 der 96 Zielgene (82%) amplifiziert werden, 
während es mit Präamplifikation zum wiederholten Male gelungen war, alle Zielgene 
zu amplifizieren (Abb. 29). Die Präamplifikationsuniformität betrug dabei 90% (Abb. 
30). 
Schließlich fanden sich auch ähnliche Ergebnisse bei der Auswertung der FFPE-
Proben von Brustkrebspatienten. Ohne Präamplifikation konnten nur 66 der 96 
Zielgene (69%) amplifiziert werden, mit Präamplifikation immerhin 94 der 96 Zielgene 
(97.9%) (Abb. 31). Die Präamplifikationsuniformität war auch in diesen 
Untersuchungen mit 91% sehr hoch (Abb. 32). 
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Abb. 25: Amplifikationskurve für humane Referenz-RNA.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert aus 
(Ciotti et al. 2009). 
 
Abb. 26:  Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für humane Referenz-RNA. 
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
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Abb. 27:  Amplifikationskurve für schockgefrorene Proben.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert aus 
(Ciotti et al. 2009).  
 
 
Abb. 28: Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für schockgefrorene Proben. 
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
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Abb. 29: Amplifikationskurve für FFPE-Proben aus gesunder Brustbiopsie.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert aus 
(Ciotti et al. 2009). 
 
 
Abb. 30: Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für FFPE-Proben aus Biopsien 
von gesundem Brustgewebe.  
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
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Abb. 31:  Amplifikationskurve für FFPE-Proben aus Brustkrebsbiopsie.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert aus 
(Ciotti et al. 2009). 
 
 
Abb. 32:  Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für FFPE-Proben aus 
Brustkrebsbiopsie.  
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
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Bei der Überprüfung der Reproduzierbarkeit mittels Intra- und Inter-Assay-Varianzen 
konnte die Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode ebenfalls überzeugen. So 
betrug die Intra-Assay-Varianz im Mittel 0.992 ± 0.006 und die Inter-Assay-Varianz lag 
im Mittel bei 0.88 ± 0.051. Korrelationsanalysen zwischen den Ergebnissen vor und 
nach Anwendung der Präamplifikation über den Spearman r-Test zeigten eine 
signifikante Korrelation und liefern den Beweis dafür, dass es durch die 
Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode in dieser Studie zu keinerlei 
Verzerrungen sowie zu keinerlei Bias kam (Abb. 33). 
Abb. 33: Korrelationsanalysen zwischen den Ergebnissen der präamplifizierten 
und nicht-präamplifizierten Genepressionsanalyse mit dem Test nach 
Spearman zeigen signifikante Korrelationen.  
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
 
Im Rahmen der Untersuchungen dieser Studie konnte durch die Anwendung der 
Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode eine deutliche Steigerung der 
Sensitivität erreicht werden. Die initiale RNA konnte bei allen Untersuchungen um das 
2.5 bis 3-fache gesteigert werden. Dabei zeigte die Methode durchweg sehr gute 
Präamplifikationsuniformitäten bei niedrigen Inter- und Intra-Assay-Varianzen. 
Darüber hinaus konnten zwischen den Ergebnissen, mit und ohne Anwendung der 
Präamplifikation, signifikante Korrelationen bestätigt werden. 
 
 
Die nächste Studie beschäftigte sich mit der Validierung molekularer 
Untersuchungsmöglichkeiten mit spezifischen Markern unter Einsatz der 
Genexpressionsanalyse mittels direkter real-time PCR, sowie präamplifizierter real-
time PCR nach der T-PreAmp Methode zur Unterscheidung verschiedener 
neoplastischer Schilddrüsenerkrankungen (Denning et al. 2007). Es wurden insgesamt 
72 FFPE Proben von Patienten mit neoplastischen Schilddrüsenerkrankungen 
untersucht. Im Einzelnen stammten 31 Proben von klassischen papillären 
Schilddrüsenkarzinomen ab, 14 von follikulär papillären Schilddrüsenkarzinomen, 10 
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von follikulären Schilddrüsenkarzinomen und 17 von follikulären Adenomen der 
Schilddrüse. Als housekeeping Gen diente CDKN1B und es wurden insgesamt 
folgende 12 Zielgene bestimmt: HLA-DMA, HLA-DBQ1, CD74, CSNK1G2, IRF3, 
KRAS2, LYN, MT1K, MT1X, RAB23, TGF-B1, TOP2A.  
Beim Vergleich zwischen den Gruppen mit follikulären Adenom und follikulär papillären 
Schilddrüsenkarzinom kam es zu signifikant unterschiedlichen Expressionen der Gene 
HLA-DMA, HLA-DQB1, MT1X, CSNK1G2 und RAB23. Der Vergleich zwischen 
follikulärem Adenom und dem follikulären Schilddrüsenkarzinom offenbarte 
signifikante Unterschiede in der Expression von MT1K, MT1X und RAB23. Weitere 
signifikante Unterschiede im Genexpressionsmuster wurden beim Vergleich zwischen 
papillärem Schilddrüsenkarzinom und follikulärem Adenom für die Gene CSNK1G2, 
HLA-DQB1, MT1X und RAB23 festgestellt. Abschließend wurde beim Vergleich 
zwischen papillärem Schilddrüsenkarzinom und follikulärem Schilddrüsenkarzinom ein 
signifikanter Unterschied für die Expression des Gens KRAS2 festgestellt. Auf Grund 
der Ergebnisse dieser Arbeit sollte es also durchaus möglich sein, die Entität 
verschiedener Neoplasien der Schilddrüse durch eine gezielte Untersuchung von 
Feinnadelaspirationsbiopsien mittels PCR unterscheiden zu können. Dabei spielt die 
Präamplifikation eine nicht zu unterschätzende Rolle.  
Am Rande wurde in einer separaten Studie, deren Daten leider in der Publikation nicht 
veröffentlicht wurden, die nach der T-PreAmp Methode präamplifizierte real-time PCR 
an FFPE Proben und schockgefrorenen Proben getestet. Durch die Anwendung der 
T-PreAmp gelang es, die Sensitivität signifikant im Vergleich zur direkten nicht 
präamplifizierten real-time PCR zu verbessern. Dies galt sowohl für die FFPE, als auch 
für die schockgefrorenen Proben. Es kam zu einer deutlichen Reduktion der Ct-Werte 
an beiden Probenarten im Vergleich zur nicht präamplifizierten 
Genexpressionsanalyse. Die Ergebnisse waren dabei stets konstant und 
reproduzierbar, sodass davon ausgegangen werden kann, dass durch die 
Präamplifikation kein signifikantes Bias verursacht wurde. 
 
 
In einer weiteren Arbeit wurden unterschiedliche RNA-Extraktionsprotokolle 
untersucht und optimiert (Li et al. 2008). Außerdem wurden noch zwei unterschiedliche 
TaqMan Master Mix Kits miteinander verglichen. Für alle Versuche verwendete man 
FFPE-Proben sowie schockgefrorene Proben aus Schilddrüsengewebe. Dabei 
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handelt es sich im Speziellen um eine normale Zelllinie aus thyreoidalem follikulären 
Epithel. Schließlich wurde noch die Nützlichkeit einer Präamplifikation für die 
Auswertung von FFPE-Proben betrachtet. Als Referenzgen wurde CDKN1B 
verwendet und mit MT4 (62 bp), GAPDH (67 bp), CDKN1B (71 bp), MAPK4 (72 bp), 
CD44 (86 bp), SDC2 (103 bp), GAPDH (122 bp) und HLA-A (164 bp) wurden 8 
Zielgene untersucht.  
Zunächst wurden die zwei real-time PCR Kits UPMM und GEMM miteinander 
verglichen. Bei der Amplifizierung von zwei unterschiedlich langen Amplikons zeigten 
sich deutliche Unterschiede. Als langes Amplikon diente GAPDH mit 122 Basenpaaren 
und als kurzes Amplikon wurde GAPDH mit 67 Basenpaaren verwendet. UPMM zeigte 
höhere Ct-Werte für lange Amplikons (Abb. 34 a). Es kam zu durchschnittlichen Ct- 
Differenzen zwischen dem kurzen und langen Amplikon von 17 Zyklen bei UPMM und 
4 Zyklen bei GEMM. Dazu passt auch, dass bei der Amplifizierung von HLA_A, 
welches mit 164 Basenpaaren das längste Amplikon stellte, mit UPMM kein Produkt 
erreicht werden konnte, während GEMM und auch die präamplifizierte real-time PCR 
ein Ergebnis für dieses Amplikon liefern konnten. Zusammenfassend lässt sich also 
sagen, dass GEMM im Vergleich mit UPMM zu einer Verbesserung der Ct-Werte 
langer Amplikons führt. 
Bei der Evaluation der präamplifizierten real-time PCR konnte durchweg eine 
Verbesserung der Ct-Werte im Vergleich zur nicht präamplifizierten real-time PCR 
erreicht werden. Dies galt grundsätzlich für beide real-time PCR Kits (UPMM und 
GEMM) sowie für die Genexpressionsanalyse von schockgefrorenen Proben und von 
FFPE-Proben (Abb. 34 b + c). Somit kam es durch die T-PreAmp zu einer deutlichen 
Verbesserung der Sensitivität. Dabei zeigte sich eine hohe Korrelation zwischen den 
Ergebnissen der präamplifizierten real-time PCR und den Ergebnissen der nicht 
präamplifizierten real-time PCR. Damit kann bei der T-PreAmp von einer stabilen und 
zuverlässigen Präamplifikationsmethode ausgegangen werden, durch die es zu 
keinen zusätzlichen signifikanten Bias in der Genexpressionsanalyse kommt. 
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Abb. 34:  ΔCt-Werte für die Vergleiche zwischen TaqMan Universal PCR Master Mix 
(UPMM) und TaqMan Gene Expression Master Mix (GEMM) (a), T-PreAmp 
und UPMM (b) sowie T-PreAmp und GEMM (c).  
FP steht für FFPE-Proben und SN für schockgefrorene Proben. Die Zahlen 
unter den Zielgenen markieren die Amplikonlänge in bp. Durch die T-PreAmp 
kam es zu einer deutlichen Verbesserung der Ct-Werte, was in der Grafik als 
ΔCt sichtbar wird (b + c). Darüber hinaus kam es mit UPMM (a + b) mit 
steigender Amplikonlänge (nach rechts) zu steigenden Differenzen der Ct-
Werte bis für HLA_A schließlich kein Ergebnis mehr gemessen werden konnte. 
Dieser Effekt konnte für GEMM (c) nicht annähernd im gleichen Ausmaß 
beobachtet werden. Reproduziert aus (Li et al. 2008). 
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Beim Vergleich der Expression von extrahierter RNA aus schockgefrorenen Proben 
mit FFPE-Proben konnten zum Teil deutliche Unterschiede festgestellt werden. So 
lagen die Ct-Werte bei den schockgefrorenen Proben zwischen 2 bis 11 Zyklen unter 
denen der FFPE-Proben. Dies ist auf die zum Teil bekannten Einflüsse der Alkohol- 
und Formalinfixierung zurückzuführen. So kann es durch diese Fixierungsmethode zur 
Degradierung der RNA bzw. DNA kommen und es können sich über Methylolgruppen 
während der Formalinfixierung sogenannte Crosslinks ausbilden. Diese Crosslinks 
sind wohl durch eine Inkubation bei 70°C über 20 Minuten wieder auftrennbar, ohne 
dabei die Integrität der RNA bzw. DNA zu gefährden. Des Weiteren kam auch hier die 
Beziehung zwischen der Amplikonlänge und der Differenz der Ct-Werte von 
schockgefrorenen Proben und FFPE-Proben zum Tragen. Die Differenz der Ct-Werte 
nahm, wie oben schon beschrieben, mit steigender Amplikonlänge zu (Abb. 35). Je 
länger also ein Zielgen ist, umso schwieriger wird die genaue Amplifizierung, 
insbesondere wenn es sich dabei um Proben handelt, die nach der FFPE-Methode 
fixiert wurden. 
Abb. 35:  ΔCt-Werte für die Amplifikation von schockgefrorenen Proben vs. FFPE-
Proben. 
Jeweils unter Verwendung von TaqMan Universal PCR Master Mix (UPMM), 
TaqMan Gene Expression Master Mix (GEMM) und T-PreAmp am Beispiel 
GAPDH mit 67 bp und 122 bp. Mit zunehmender Amplikonlänge steigt auch 
ΔCt. Reproduziert aus (Li et al. 2008). 
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In der nächsten Studie wurde die präamplifizierte real-time PCR zur 
Genexpressionsanalyse von FFPE-Proben aus Lymphknotengewebe beim Hodgkin 
Lymphom angewendet (Sanchez-Espiridion et al. 2009). Dazu wurden 
Lymphknotenbiopsien von 52 Patienten mit Hodgkin Lymphom zu FFPE Proben 
verarbeitet und untersucht. Einschlusskriterien waren das Alter zwischen 18 und 65 
Jahren, fortgeschrittenes Hodgkin Lymphom (Ann Arbor Stadium IV, III oder IIB), 
negativer HIV-Test und Standardchemotherapie mit Doxorubicin. Als Referenzgene 
wurden HMBS und GUSB verwendet. Es wurden die folgenden 56 Zielgene 
amplifiziert: AURKA, CENPE, MAD2L1, BUB1B, CENPF, MAPRE1, BUB3, CHEK1, 
NBS1, CCNH, CSE1L, NUMA1, CDC2, HMMR, RSN, RAMP, CDK7, CCNA2, CDC6, 
CCNE2, CDC2, BCCIP, CDKN2C, H1F0, H2AFX, HIST1H3D, DNAJA2, HSPA4, 
HSPA9B, HSP90AA1, DCK, RRM2, TYMS, MLH1, TOP2A, GRB2, MAPK14, MAPK9, 
MAP3K7, MAPK6, BCL2, BCL2L1, CASP3, CYCS, CD3D, CD8B1, CTSL, SH2D1A, 
IFI16, ALDH1A1, ITGA4, LCP1, LYZ und STAT1.  
Die Arbeitsgruppe erarbeitete, ausgehend von zuvor ermittelten Resultaten sowie 
bereits publizierten Erkenntnissen, ein Assay aus den oben genannten Zielgenen. 
Dabei wurden hauptsächlich Zielgene berücksichtigt, die ganz offensichtlich eine 
prognostische Bedeutung für das Outcome beim Hodgkin Lymphom haben. Es wurden 
52 FFPE Tumorproben aus Lymphknoten mittels real-time PCR analysiert. Adäquate 
Genexpressionsprofile (Ct<35) konnten aber nur für 43 der 52 Proben (82.7%) erreicht 
werden. Als bedeutendste prädikative Gene kristallisierten sich BCCIP, CASP3, 
CCNE2, CSEL1, CTSL, CYCS, DCK, DNAJA2, HSP90AA1, HSPA4, ITGA4, LYZ, 
RSN und TYMS heraus. 
Da es mit der real-time PCR nicht gelang, für alle Proben adäquate Expressionsprofile 
zu erhalten, wurde auf die präamplifizierte real-time PCR zurückgegriffen. 
Bekanntermaßen sind Proben aus FFPE schwieriger auswertbar, da die extrahierbare 
RNA nur sehr gering ist und es durch diese Fixation zum Teil auch zu einigen 
Veränderungen an den Probenmaterialien kommen kann. Um diese Probleme zu 
umgehen und dadurch möglicherweise die Genexpressionsanalyse aller Proben 
ermöglichen zu können, wurde ein Präamplifikationsschritt nach der T-PreAmp 
Methode angewendet. Dazu wurde die präamplifizierte Genexpressionsanalyse an 13 
Proben durchgeführt, darunter auch 2 Proben die zuvor in der direkten real-time PCR 
als von niedriger Qualität eingestuft wurden. Mit der präamplifizierten real-time PCR 
konnten die Ct-Werte im Mittel um 4.49 Zyklen auf durchschnittlich 25.62 ± 4.76 Zyklen 
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reduziert werden. Zuvor, ohne Präamplifikation, lagen die Ct-Werte im Mittel bei 30.11 
± 3.40 Zyklen. Mit der Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode kam es also zu 
einer deutlichen Verbesserung der Sensitivität, die sich nicht zuletzt in der 
Reduzierung der Ct-Werte widerspiegelte und schlussendlich in einer besseren 
Qualität der Daten und Ergebnisse resultierte. Es gelang für alle Zielgene und Proben 
ein Amplifikationsergebnis zu erhalten.  
 
 
In einer zweiten Arbeit dieser Gruppe ging es um die Schaffung eines molekularen 
Risk-Scores, basierend auf vier funktionalen pathways beim fortgeschrittenen Hodgkin 
Lymphom (Sanchez-Espiridion et al. 2010). Dieser Risk-Score soll dabei helfen, 
prognostische Aussagen über Patienten zu treffen und damit abzuschätzen, welche 
Patienten von einer intensivierten Therapie profitieren oder diese sogar benötigen. 
Dazu wurden FFPE-Proben von Lymphknotenbiopsien von 183 Patienten mit Hodgkin 
Lymphom (99 männlich, 84 weiblich) und 79 Kontrollen (51 männlich, 28 weiblich) 
mittels Genexpressionsanalyse, einschließlich eines Präamplifikationsschrittes nach 
der T-PreAmp Methode, untersucht. Eingeschlossen wurden Patienten mit einem Alter 
über 16 Jahre und einem fortgeschrittenen Hodgkin Lymphom (Ann Arbor Stadium IV, 
III oder IIB). Weitere Voraussetzungen waren ein negativer HIV-Test und ein laufendes 
Chemotherapie Schema, welches Adriamycin enthält (i.d.R. ABVD (Adriamycin, 
Bleomycin, Vinblastin und Dacarbazin)). Als housekeeping Gene dienten GUSB und 
HMBS. Es wurden insgesamt 11 Zielgene untersucht, 3 bezüglich apoptotischer 
Prozesse (BCL2, BCL2L1, CASP3), 5 bezüglich des Zellzyklus (CCNA2, CDC2, 
HMMR, CCNE2, CENPF), 2 bezüglich der Makrophagen-Aktivierung (LYZ, STAT1) 
und IRF4. 
Die Ergebnisse zeigten, dass sich die oben genannten 11 Zielgene, von ursprünglich 
30 untersuchten Genen, in dieser entsprechenden Einteilung in die vier Gruppen sehr 
gut als prognostische Marker eigneten. Der molekulare Risk Score (MRS) zeigte 
signifikante Unterschiede in den verschiedenen Outcome Gruppen und prognostizierte 
das Ansprechen der Therapie mit einer Genauigkeit von ca. 70 Prozent. So konnte 
man feststellen, dass eine erhöhte Expression der Zellzyklus- und Apoptose-Gene mit 
einem schlechteren Outcome assoziiert waren. Die erhöhte Expression der Zellzyklus-
Gene führt dabei zu einem rascheren Wachstum der Tumorzellen während die erhöhte 
Expression der Apoptose-Gene, in diesem Fall i.d.R. anti-Apoptosegene, die 
69 
 
Tumorzelle vor der Zerstörung schützt. Darüber hinaus spielen diese beiden Wege 
aber auch eine wichtige Rolle als Angriffspunkte einer effektiven Therapie. Dagegen 
konnte eine erhöhte Expression der Gene zur Makrophagen-Aktivierung, sowie das 
IRF4 Gen als protektive Faktoren validiert werden. Die Makrophagen-Aktivierung führt 
zu einer Bekämpfung der Tumorzellen und IRF4 spielt eine wichtige Rolle in der 
Interferonregulation. Dabei wird IRF4 durch die Aktivierung von NFkB induziert und ist 
für die Kontrolle der Proliferation und Differenzierung von B-Zellen von elementarer 
Bedeutung. Da die extrahierbaren RNA-Mengen und die Genexpression der Zielgene 
aus FFPE-Proben bekanntermaßen deutlich limitiert sind, kam im Rahmen dieser 
Arbeit eine Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode zum Einsatz. Damit gelang 
es, die Sensitivität der Genexpressionsanalyse zu steigern und somit eine 
zuverlässige und stabile Amplifikation der Zielgene zu gewährleisten. Leider wurden 
jedoch keine methodischen Daten und Resultate in der Publikation veröffentlicht. 
 
 
In Rahmen der nächsten Arbeit stand die Erfassung und Untersuchung biologischer 
und technischer Variabilitäten von RT-qPCR TaqMan Assays an FFPE Proben von 
Lymphknontenbiopsien bei Hodgkin Lymphom im Mittelpunkt (Vera-Lozada et al. 
2014). Dazu wurden Lymphknotenbiopsien von 25 Patienten mit Hodgkin Lymphom 
untersucht. Als housekeeping Gene wurden GUSB und HMBS evaluiert. Als Zielgene 
wurden BCL2, CASP3, IRF4, LYZ  und STAT1 festgelegt. 
Die Verwendung der T-PreAmp führte zu einer signifikanten Sensitivitätssteigerung 
und es konnten Gene amplifiziert werden, die ohne Präamplifikation nicht 
amplifizierbar waren. Es kam zu einer Verbesserung der Ct-Werte um durchschnittlich 
10.1 ± 1.5 Zyklen im GUSB Assay. Die Zielgene konnten in hoch exprimierte (LYZ, 
STAT1, IRF4), moderat exprimierte (BCL2) und niedrig exprimierte (CASP3) Gene 
eingeteilt werden. Beim Vergleich der Referenz-Gene GUSB und HMBS zeigte sich 
GUSB mit einem durchschnittlichen Ct-Wert von 23.085 ± 0.120 gegenüber HMBS mit 
einem durchschnittlichen Ct-Wert von 24.017 ± 0.139 leicht im Vorteil. Die Inter-Assay-
Varianz lag im Durchschnitt bei 1.94% und damit in einem sehr guten Bereich. 
Allerdings zeigte sich in dieser Arbeit auch, dass es durch die Präamplifikation zu einer 
deutlichen Varianz bei allen Genen kam. Nach der Normierung aller Gene konnte die 
totale Varianz für alle Zielgene außer LYZ reduziert werden. Allerdings blieb die 
technische Varianz durch die T-PreAmp zunächst weiter hoch. Dabei waren besonders 
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die Gene mit niedriger und moderater Expression (durchschnittliche SD ± 0.930) von 
der technischen Varianz betroffen, während die hoch exprimierten Gene 
(durchschnittliche SD ± 0.541) deutlich weniger betroffen waren. Die Autoren machten 
am ehesten die Präsenz von Inhibitoren in den FFPE-Proben für diese Varianzen 
verantwortlich. Diese Inhibitoren haben, laut den Autoren, möglicherweise die reverse 
Transkription negativ beeinflusst und damit auch Einfluss auf den sich anschließenden 
Präamplifikationsschritt genommen. Es ist daher nicht anzunehmen, dass diese 
Varianzen allein durch den Präamplifikationsschritt nach der T-PreAmp-Methode 
hervorgerufen wurden. Eine Verringerung der Input-RNA von 1.0 µg um die Hälfte auf 
0.5 µg führte im weiteren Verlauf zu einer Abschwächung der Varianzen. Eine 
Reduktion der cDNA Menge von 2.5 µl auf 1.25 µl in der Präamplifikation führte zu 
keiner weiteren Reduktion der Variabilität. 
 
 
Eine weitere Arbeitsgruppe befasste sich mit der Transkription und dem genotyping 
von degradierten Nukleinsäuren aus Autopsieproben nach Formalinfixierung (Ferruelo 
et al. 2011). Es wurden FFPE-Proben aus Lebergewebe von 12 Autopsien untersucht. 
Die Proben wurden entsprechend der Dauer ihrer Fixation mit Formalin in vier Gruppen 
mit jeweils drei Proben unterteilt. In Gruppe eins betrug die Fixationsdauer unter 15 
Tage, in Gruppe zwei 60-90 Tage, in Gruppe drei 150-180 Tage und in Gruppe vier 
240-270 Tage. Die Länge der RNA-Fragmente lag zwischen 200 und 4000 
Basenpaaren. Alle Proben wurden post mortem in 10% Formalin über unterschiedliche 
Zeiträume fixiert und anschließend mit Paraffin konserviert. Als Zielgene wurden 
PGK1, MMP2, MMP9, TIMP2, MDM2, CDK1A, CDK1B, p53, BCL2, BAX, ECA, eNOS 
und RAT1 festgelegt.  
Die Evaluation der nach der T-PreAmp Methode präamplifizierten real-time PCR 
erfolgte für die 13 Zielgene und in den oben beschriebenen 4 Gruppe nach 
Fixationszeit mit jeweils 3 Fällen pro Gruppe. Es konnte beobachtet werden, dass in 
Proben mit längerer Fixationszeit die RNA- und DNA-Degradation zunimmt und 
dementsprechend die Länge der Fragmente abnimmt. Ohne die T-PreAmp konnten in 
Gruppe eins und zwei alle 13 Zielgene amplifiziert werden. In der Gruppe drei konnten 
lediglich sieben der 13 Zielgene amplifiziert werden und in Gruppe vier schließlich kein 
einziges der 13 Gene. Unter Verwendung der T-PreAmp kam es zu einer signifikanten 
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(p<0.0001) Verbesserung der Ct-Werte in den Gruppen eins bis drei. Außerdem war 
es nun möglich, in allen Gruppen alle 13 Gene zu amplifizieren (Abb. 36). 
Abb. 36:  Vergleich der Amplifikation mit und ohne T-PreAmp.  
Vergleich der durchschnittlichen Ct-Werte in den vier nach Fixationszeit 
unterteilten Gruppen mit jeweils drei Fällen. Schwarze Balken markieren die 
Amplifikation ohne T-PreAmp. Weiße Balken markieren die Amplifikation mit T-
PreAmp. Reproduziert aus (Ferruelo et al. 2011). 
 
 
Das Ziel der nächsten Studie bestand darin, die Expressionslevel der mRNA bezüglich 
niedrig exprimierter Interferone in Proben von Zervixbiopsien bei Infektionen mit dem 
Humanen Papillomavirus 16 (HPV 16) zu charakterisieren (DeCarlo et al. 2008). Dazu 
wurden FFPE Proben und schockgefrorene Proben aus Zervixbiopsien von gesunden 
Gewebe (n=4) und dysplastischen Gewebe (n=12), sowie einzelne Proben von 
Mikrodissektionen am Zervixepithel untersucht. Besonderes Augenmerk lag dabei auf 
der Expression des Interferon k (IFN-k). Des Weiteren ging es um die Ermittlung 
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geeigneter housekeeping Gene, die sowohl bei der Amplifizierung von Proben aus 
gesunden, als auch aus pathologischen Zervixbiopsien zur Normierung verwendet 
werden können. Dabei kamen auch verschiedene Verfahren für die RNA-Extraktion 
zum Einsatz und diese Verfahren wurden bezüglich ihrer Performance untereinander 
verglichen. Für die Genexpressionsanalyse wurde die präamplifizierte real-time PCR 
angewendet. Als housekeeping Gen hatte man sich, nach Überprüfung verschiedener 
Gene, auf HPRT1 festgelegt, da es die besten Eigenschaften als housekeeping Gen 
zeigte. Als Zielgene wurden ß-Actin, Phospholipase A (PLA), 18S RNA (18S), 
Interferon Y (INF-g), Interferon ß (INF-b) und Interferon k (INF-k) festgelegt.  
Es konnte gezeigt werden, dass die RNA aus den schockgefrorenen Proben eine 
deutlich bessere Integrität aufweist als die RNA aus den FFPE-Proben (Abb. 37). 
Demnach führt die FFPE-Fixierung wohl zu einer Degradierung der RNA durch 
Strangbrüche, molekulare Modifikationen und Ausbildung von Crosslinks. Die Methode 
überzeugte durchweg mit sehr guten Präamplifikationsuniformitäten bei ΔΔ Ct-Werten 
unter 1.0 für alle Proben. Durch die Anwendung der Präamplifikation nach der T-
PreAmp Methode konnte das Expressionsniveau der Zielgene signifikant angehoben 
werden, wodurch es zu einer deutlichen Steigerung der Sensitivität und einer damit 
verbundenen deutlichen Reduktion der Ct-Werte kam (Abb. 38). Dies galt 
insbesondere für die Amplifizierung von Genen mit niedrigem Expressionslevel. 
Interferon k war ohne T-PreAmp nicht nachweisbar, dies gelang erst mit der 
präamplifizierten real-time PCR. Ähnliches galt auch für Interferon ß, wobei dieses 
selbst mit einem Präamplifikationsschritt an kleinen Proben nicht nachgewiesen 
werden konnte. Die Expressionslevel der Interferone folgten der Rangfolge IFN-k < 
IFN-b < IFN-g. Gerade die Detektion von IFN-k Genexpressionsleveln, wenn auch sehr 
niedrig, spielte eine wichtige Rolle, da die Expression von IFN-k sehr stark durch eine 
HPV Infektion beeinflusst wird. So scheint es wohl einen starken Zusammenhang 
zwischen der erhöhten Expression des Interferon k und einer HPV-Infektion zu geben. 
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Abb. 37: RNA-Integritäten bei der Analyse von schockgefrorenen Proben (FR) vs. 
FFPE-Proben (FFPE) aus Zervixbiopsien.  
Es zeigt sich, dass die RNA aus den schockgefrorenen Proben eine deutlich 
bessere Integrität (klar abgegrenzte und deutliche Balken) aufweist im Vergleich 
zu der RNA aus den FFPE-Proben (verschwommene und schwache Balken). 
Reproduziert aus (DeCarlo et al. 2008) 
  
Abb. 38:  Vergleich der Ct-Werte bei der Amplifizierung mit T-PreAmp (PA) und ohne 
T-PreAmp (UA).  
Dabei zeigte sich eine deutliche Verbesserung der Ct-Werte unter Anwendung 
der T-PreAmp und eine damit vergesellschaftete Sensitivitätssteigerung der 
gesamten Amplifikation. NIKS: spezielle Keratinozytenzelllinie. Reproduziert 
aus (DeCarlo et al. 2008). 
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4.2.4 Anwendung T-PreAmp an sonstigen humanen Probenmaterialien 
 
In einer der Untersuchungen fand die T-PreAmp sogar an aDNA (ancient DNA) 
Anwendung (Del Gaudio et al. 2013). Diese stammte von insgesamt neun Skeletten 
unterschiedlichen Alters. Dabei reichte die Zeitspanne vom zweiten Jahrhundert v.Chr. 
bis in das 16. Jahrhundert. Die Skelette wurden bei Ausgrabungen auf dem 
byzantinischen Friedhof von Abdera Halkidiki (Griechenland) und dem mittelalterlichen 
Friedhof St. Spiridion auf Rhodos (Griechenland) gefunden. Außerdem wurden zwei 
Knochen aus dem Jahre 79 n. Chr., gehörend zu Skeletten, die im Caius Iulius 
Polybius Haus in Pompeii (heutiges Italien) gefunden wurden, als Kontrollen 
verwendet. Als Zielgene wurden Soja-Lecitin, humane mtDNA, humane mtDNA 
Standard und humanes Amelogenin (AMG) X/Y festgelegt.  
Bei der Testung eines Inhibitionsassays zeigte sich, dass die aDNA in allen Proben, 
die nicht verdünnt wurden, komplett inhibiert wurde. Die 1/10 Verdünnung ermöglichte 
immerhin die Amplifizierung der internal positive control (IPC) mit ΔCt-Werten 
zwischen 0 und 0.4. Die quantitative Analyse der mtDNA lieferte lediglich eine sehr 
geringe Ausgangsmenge in den Proben, mit Ausnahme von lediglich einer Probe. 
Ähnliches galt für AMG-X und AMG-Y. Die quantitative AMG-X Analyse lieferte in allen 
Proben negative Ergebnisse, wieder mit Ausnahme der gleichen Probe. Für das AMG-
Y-Assay konnte schließlich gar kein Signal ermittelt werden. Durch die Anwendung der 
Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode konnte die Sensitivität der 
Genexpressionsanalyse entscheidend verbessert werden. Die präamplifizierte real-
time PCR ermöglichte einen starken Anstieg der Anzahl mitochondrialer Kopien um 
das bis zu 1000-fache. Außerdem zeigten die präamplifizierten Proben im Vergleich 
mit den nicht präamplifizierten Proben eine signifikante (p<0.0001) Verbesserung der 
Ct-Werte um 10 bis 14.4 Zyklen bei den mitochondrialen Proben (Abb. 39). Die 
Präamplifikationsuniformitäten lagen dabei für alle Proben im Zielbereich zwischen -
1.5 und 1.5. 
Die Präamplifikation ermöglichte die Detektion einiger Merkmale, die vorher noch nicht 
bekannt waren. Beispielsweise konnte erst dadurch bei einigen Skeletten das 
Geschlecht (mittels AMG-X) bestimmt werden (Abb. 39). Alle Proben wurden 
mindestens dreimal untersucht, um mögliche Fehlerquellen aufzudecken. Die No-
Template Kontrolle fiel stets negativ aus. Aus diesen Ergebnissen lässt sich 
schlussfolgern, dass mit Hilfe der T-PreAmp die Sensitivität eines mitochondrialen 
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PCR-Assays deutlich verbessert werden kann. Durch den Mangel an quantitativen 
Daten für das AMG-X-Allel war die Untersuchung dieses nukleären Targets leider nicht 
repräsentativ, sodass die Methode lediglich an der mitochondrialen DNA getestet 
werden konnte. 
 
Abb. 39:  Vergleich der Ct-Werte mit SD und CV bei der Amplifizierung 
mitochondrialer DNA und humanen Amelogenin X (AMG-X) mit und ohne 
Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode.  
Die T-PreAmp ermöglichte eine signifikante Reduktion der Ct-Werte. 
Reproduziert aus (Del Gaudio et al. 2013). 
 
 
Das Ziel der nächsten Publikation bestand in der Evaluierung der Effizienz von 
Urinuntersuchungen auf PCA3-mRNA und PSA-mRNA mittels 
Genexpressionsanalysen inklusive einer Präamplifikation nach der T-PreAmp 
Methode (Fontenete et al. 2011). Dazu wurden die Urinproben von insgesamt 57 
Patienten untersucht. Davon stammten 25 Urinproben von Patienten mit bioptisch 
gesichertem Prostatakarzinom. Das durchschnittliche Alter lag dabei bei 69.16 ± 7.40 
Jahren. Die restlichen 32 Urinproben stammten von Männern ohne Prostatakarzinom. 
Das Durchschnittsalter lag hier bei 65.19 ± 7.38 Jahren. Als housekeeping Gen diente 
GAPDH und die Zielgene waren, wie oben bereits beschrieben, PSA und PCA3. 
Trotz der vermeintlichen Optimierung der Genexpressionsanalyse durch die 
Inkludierung einer Präamplifikation mit der T-PreAmp Methode, konnten lediglich in 
15.8% aller 57 Proben eine Expression von PSA-mRNA nachgewiesen werden, 
bezüglich der Expression von PCA3-mRNA sogar nur in 3.8% der 25 Proben von 
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Patienten mit Prostatakarzinom. Damit ist diese eine der sehr wenigen Arbeiten, bei 
der es nicht gelang, der Problematik geringer extrahierbarer RNA Mengen und niedrig 
exprimierter Gene mit Hilfe der T-PreAmp beizukommen. Trotzdem konnten immerhin 
Unterschiede (p=0.058) in der Expression von PSA-mRNA zwischen den Urinproben 
von gesunden Probanden und den Urinproben von Patienten mit Prostatakarzinom 
festgestellt werden. So wurde bei Patienten mit Prostatakarzinom eine höhere 
Expression der PSA-mRNA nachgewiesen. Interessanterweise kam man jedoch beim 
Vergleich der PSA-Serumspiegel auf keine statistisch signifikanten Unterschiede 
(p=0.097). Die Autoren führen dies darauf zurück, dass es bekannte Einflussfaktoren 
auf den PSA-Serumspiegel gibt, wie eine spezifische Therapie oder die Einnahme von 
nichtsteroidalen antiinflammatorischen Medikamenten (NSAID), sowie Manipulationen 
an der Prostata durch eine Prostatabiopsie oder eine digitale rektale Untersuchung, 
wodurch dieser Wert dann deutlich verfälscht werden kann. 
 
 
Im Rahmen der nächsten Studie (Mengual et al. 2008) wurde die Präamplifikation nach 
der T-PreAmp Methode ebenfalls für die Genexpressionsanalyse an Urinproben 
angewendet. Darüber hinaus wurde aber auch noch Blasenspülwasser untersucht. 
Insgesamt wurden 7 Urinproben sowie 10 Blasenspülwasser von Patienten mit 
diagnostiziertem Blasenkarzinom und 4 Blasenspülwasser, sowie eine Urinprobe von 
gesunden Probanden als Kontrolle untersucht. Als housekeeping Gen diente dabei 
GUSB und es wurde die Expression folgender 46 Zielgene ermittelt: ANK2, ANLN, 
ANXA10, ASAM, ASPM, C14orf78, CCNA2, CDC2, CDC20, CDCA1, CENPF, CFH, 
CRH, CTSE, CYP24A1, EBF, FGFR3, FOXM1, GJB2, IGF2, IQGAP3, KIF20A, KIF2C, 
KIF4A, KLF9, KRT14, KRT20, MAGEA3, MAGEA9, MCM10, MELK, MMP1, MMP12, 
NEK2, NR2F1, PDZRN3, POLQ, POSTN, PPIA, PPP1R14D, PTPRC, SLC1A6, TERT, 
TOP2A, TPX2 und TRIP13. 
Mit dem Präamplifikationsschritt nach dem T-PreAmp Protokoll konnte ein Ct-Gewinn 
von durchschnittlich 3.85 Zyklen erzielt werden. Die Amplifikationseffizienz lag im 
Schnitt bei 1.794 mit der T-PreAmp und bei 1.864 ohne die T-PreAmp (Abb. 40). 
Außerdem zeigten die Ergebnisse der Korrelationsanalyse mit einem 
durchschnittlichen Korrelationskoeffizienten von r=0.970 eine signifikante (p<0.001) 
Korrelation der Ergebnisse mit und ohne Präamplifikation. Dies gab eindeutig 
Rückschlüsse darauf, dass durch den zusätzlichen Schritt der Präamplifikation kein 
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zusätzliches Bias verursacht wurde und es sich somit um eine zuverlässige und stabile 
Methode bei der Auswertung von Proben mit limitierten Mengen an RNA bzw. DNA 
handelt. 
 
Abb. 40:  Durchschnittliche Ct-Werte mit SD sowie Amplifikationseffizienzen (AE) 
mit SD für die Amplifikation mit (PA samples) und ohne T-PreAmp (NPA 
samples).  
Reproduziert aus (Mengual et al. 2008). 
 
Allerdings konnte bei der Betrachtung der Präamplifikationsuniformität von drei Genen 
(IGF2, FGR3 und CRH) in der Mehrzahl der Proben eine deutliche Variation der 
Ergebnisse beobachtet werden. Diese drei Gene eignen sich demzufolge anscheinend 
nicht für die Genexpressionsanalyse mit der präamplifizierten real-time PCR. Die 
Autoren konnten dafür keine klare Ursache finden. Um solche Probleme und die 
möglicherweise daraus resultierenden falschen Ergebnisse zu vermeiden, sollte also 
bei jeder Anwendung der Präamplifikation eine vorherige Analyse der 
Präamplifikationsuniformität zu jedem Zielgen erfolgen. Des Weiteren wurden noch 
drei Proben mit niedrig exprimierten Genen in der nichtpräamplifizierten real-time PCR 
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nach unterschiedlich starker Verdünnung (25 ng cDNA, 1.25 ng cDNA, 0.06 ng cDNA) 
unter präamplifizierten Bedingungen untersucht. Dabei zeigten sich durchweg 
konstante Korrelationskoeffizienten zwischen r=0.883 und r=0.988. Abschließend 
wurde noch die Abhängigkeit der T-PreAmp von der Qualität der RNA überprüft. Dafür 
wurden die Proben in Gruppen mit hoher, mittlerer und niedriger RNA-Qualität 
eingeteilt. Die Verbesserung der Ct-Werte durch die Präamplifikation war dabei mit 
3.90 (hohe RNA-Qualität), 3.68 (mittlere RNA-Qualität) und 4.00 (niedrige RNA-
Qualität) in allen Gruppen annähernd gleich. Allerdings konnte eindeutig festgestellt 
werden, dass die Zahl der analysierbaren Targets mit abnehmender RNA-Qualität 
sinkt. Demzufolge sind in Proben mit schlechterer RNA-Qualität nicht mehr alle 
Zielgene amplifizierbar. 
 
 
In der nächsten Studie ging man der Fragestellung nach, ob die BAX-Expression in 
Mukosazellen der Atemwege von Asthmapatienten im Vergleich zu gesunden 
Probanden reduziert ist (Schwalm et al. 2008). In einer früheren Studie konnte bereits 
gezeigt werden, dass das BCL2-assoziierte Protein X (BAX) eine Rolle bei der 
Rückbildung der allergeninduzierten Mukosametaplasie bei der Maus spielt. Es 
wurden für die Studie Bronchialabstriche von 11 Asthma Patienten (3 männlich, 8 
weiblich, Durchschnittsalter 29.0 ± 8.9 Jahre) untersucht. Als Kontrolle dienten 
Bronchialabstriche von 9 gesunden Probanden (4 männlich, 5 weiblich, 
Durchschnittsalter 31.4 ± 12.6). Es wurden Asthmatiker mit um 15% erhöhter 
Einsekundenkapazität (FEV1) unter Anwendung von 200g Albuterol oder mit erhöhter 
Sensitivität zu inhalierten Methacholin in die Studie eingeschlossen. Die Probanden 
der Kontrollgruppe hatten keinerlei Krankheitsgeschichte bezüglich Asthma oder 
anderer respiratorischer Erkrankungen. Allergien wurden jeweils mittels Hauttestung 
ausgeschlossen. Alle Teilnehmer an der Studie waren Nicht-Raucher. Probanden mit 
chronischer Medikation, Allergietherapie, Kortisontherapie während der letzten 6 
Monate, asthmatischen Symptomen oder Infektionen des Respirationstraktes in den 
letzten vier Wochen vor Studienbeginn wurden von der Studie ausgeschlossen. Als 
housekeeping Gen wurde CDKN1B verwendet. Als Zielgene dienten IL-9, IL-13, 18S 
rRNA, Cyclophilin, GAPDH und MUC5AC, sowie 15 Gene aus der BCL2-Familie 
(BCL2, BAX, BAK, MCL-1, BCL-XL, Blk, Bid, Bok, Bad, Bnip3L, Hrk, Noxa, Bik, Bmf, 
Puma). 
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Zunächst wurde die BAX-Expression immunhistochemisch bestimmt. Dabei zeigte 
sich, dass der Anteil BAX- positiver Mukosazellen in den Proben der Nichtasthmatiker 
signifikant (p=0.001) höher war als in den Proben der Asthmatiker. Der tägliche Einsatz 
von Theophyllin, inhalativen Steroiden, oralen Steroiden und Beta-Agonisten in der 
Therapie zeigte keine signifikanten Effekte auf den BAX- Anteil im Vergleich zum 
gelegentlichen Einsatz der Medikamente. Bei Betrachtung der Anteile BCL2 positiver 
Mukosazellen gab es zwischen den Gruppen keine Unterschiede. Die 
Genexpressionsanalyse zeigte für die Expression von MUC5AC, BCL2, BAK, MCL-1, 
Bad, Bid, Bnip3L und Bok keine Unterschiede und Blk sowie Hrk konnten in allen 
Proben nicht detektiert werden. Die BAX Expression war in den Asthmapatienten im 
Vergleich zu den Kontrollen reduziert.  
Laut den Ergebnissen dieser Studie erlaubt die Präamplifikation mit der T-PreAmp eine 
nahezu hundertprozentige Effizienz bei der Amplifikation der Zielgene, selbst, wenn 
die zu untersuchende RNA bzw. DNA deutlich limitiert ist. Es kam zu einer nahezu 
1000-fachen Verstärkung des cDNA-Signals für die Zielgene. Des Weiteren konnte 
eine sehr gute und stabile Uniformität der T-PreAmp im Vergleich mit der 
Amplifizierung ohne Präamplifikationsschritt aufgezeigt werden. So lagen über 90% 
der Assays für die 100 Gene im Bereich von ΔΔCT= 0 ± 1.5 (Abb. 41). Nur 4 der 100 
Gene zeigten dabei ein ΔΔCT>1. Bei der Amplifizierung von cDNA aus humaner 
Referenz-RNA (Stratagen) konnten diese Ergebnisse für verschiedene 
Konzentrationen (1 ng, 25 ng und 150 ng) bestätigt werden. Dies zeigt, dass die T-
PreAmp eine stabile und zuverlässige Methode zur Präamplifikation darstellt, ohne 
dabei einen Bias zu verursachen. 
 
Abb. 41:  ΔΔCT-Werte für die Amplifizierung mit der T-PreAmp bei 
unterschiedlichen Konzentrationen der RNA. 
Werte im Bereich von ΔΔCT= 0 ± 1.5 gelten als akzeptabel. Reproduziert aus 
(Schwalm et al. 2008).  
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Da die Untersuchung von fixierten Proben oft mit dem Problem der Degradierung von 
RNA bzw. DNA zu kämpfen hat, wurde in der Studie auch die Uniformität der T-
PreAmp bei RNA-Degradierung untersucht. Dabei wurde der Effekt unterschiedlich 
schwer degradierter RNA auf die Genexpressionsanalyse mit der präamplifizierten 
real-time PCR im Vergleich mit der direkten real-time PCR untersucht. Es zeigte sich, 
dass sowohl die intakte RNA, als auch die degradierte RNA zuverlässig in cDNA 
umgeschrieben werden konnte. Beim Vergleich der Amplifikationsuniformitäten 
zwischen präamplifizierter und direkter Genexpressionsanalyse konnten alle Gene, 
sowohl in der intakten RNA, als auch in der degradierten RNA, gleichermaßen 
amplifiziert werden. So lagen auch hier nahezu alle Zielgene im Bereich von ΔΔCT= 0 
± 1.5 (Abb. 42). 
 
Abb. 42:  ΔΔCT-Werte für die vergleichende Amplifizierung von degradierter (RIN 
7.4 und RIN 3.3) und intakter (RIN 9.0) RNA mit der T-PreAmp.  
Werte im Bereich von ΔΔCT= 0 ± 1.5 gelten als akzeptabel. Reproduziert aus 
(Schwalm et al. 2008). 
 
 
In der letzten Studie zu diesem Unterpunkt wurde die Auswirkung von chronischen 
Stressoren, in Form von kritischen Lebensereignissen, auf die Expression von 
Biomarkern des Speichels untersucht (Bergen et al. 2012). Dazu wurden 
Speichelproben von 48 Probanden gewonnen und mit der Polymerase-Kettenreaktion 
und unter Einbeziehung eines Präamplifikationsschrittes nach der T-PreAmp Methode 
analysiert. Die Studienteilnehmer wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe 
umfasste 24 Teilnehmer (16 männlich, 8 weiblich; Durchschnittsalter 20.9 ± 0.33 
Jahre), die regelmäßig chronischen Stressoren ausgesetzt waren und die zweite 
Gruppe umfasste die restlichen 24 Teilnehmer (17 männlich, 7 weiblich; 
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Durchschnittsalter 21.1 ± 0.41 Jahre), welche nicht regelmäßigen chronischen 
Stressoren ausgesetzt waren. Als Zielgene wurden ADAR, ADORA2A, B2M, BTN3A3, 
C7orf68, CD9, CDKN1B, CSF1R, CX3CR1, CYLD, DPYD, FGL2, FOLR3, FOSB, 
GADD45B, GALC, GAPDH, GBP1, GNA15, GORASP2, HLA-DQB1, HSPA1B, IL-8, 
MAFF, NAIP, NDUFB7, NGLY1, NRG1, NSF, PUM2, RAB27A, RPA1, RPL13A, 
SEC24A, SERPINB2, SLC35A1, SLC7A5, STAT1, STX7, THBS1, UBC, VEGFA, 
WDR7 und YWHAZ festgelegt. Als housekeeping Gene wurden B2M, CDKN1B, 
GAPDH, RPL13A, UBC und YWHAZ eingesetzt. 
Von den 39 Zielgenen mussten lediglich 2 Zielgene aus der weiteren Analyse 
ausgeschlossen werden, da es bei diesen beiden Zielgenen zu einer hohen Fehlerrate 
kam. Es handelte sich dabei um das CRP Assay, welches total fehlschlug, und um das 
HLA-DQB1 Assay, welches in 25 der 48 Proben fehlgeschlagen war. Außerdem 
wurden 7 einzelne Ct-Werte als Ausreißer deklariert und ausgeschlossen. Dabei 
handelte es sich um zwei Ct-Werte der GADD45B Expression und um jeweils einen 
Ct-Wert aus den Expressionen von CX3CR1, GNA15, NAIP, NDUFB7 und WDR7. Von 
den übrig gebliebenen Assays wies lediglich CSF1R einen maximalen Ct-Wert von 
über 30 Zyklen auf. Bezüglich der Amplifikationseffizienz wiesen 16 von 47 
untersuchten Assays und zwei von vier Referenzassays eine Effizienz von unter 90% 
auf. Von den 37 Zielgenen zeigten 8 signifikante Unterschiede in der Expression 
zwischen der Gruppe mit Stressoren und der Gruppe ohne Stressoren. Es handelte 
sich dabei um GADD45B, GALC, HSPA1B, IL-8, NSF, RAB27A, SLC35A1 und STX7. 
Dabei waren GALC, IL8, NSF, RAB27A, SLC35A1 und STX7 in der Stressorengruppe 
niedriger exprimiert im Vergleich zur Gruppe ohne Stressoren, während GADD45B 
und HSPA1B in der Stressorengruppe höher exprimiert waren als in der 
Vergleichsgruppe. In der anschließenden Post-hoc Analyse unter Berücksichtigung 
der chronischen Stressoren und der RNA-Integrität zeigten sich einige Veränderungen 
der Ergebnisse. Die Zielgene GALC, NSF, RAB27A, SLC35A1 und STX7 zeigten unter 
Berücksichtigung der RNA-Integrität plötzlich keine signifikante Assoziation mit den 
chronischen Stressoren mehr, dafür zeigten aber mit C7orf68 und GNA15 zwei neue 
Gene eine signifikante Assoziation. Darüber hinaus offenbarte lediglich IL-8 weiterhin 
eine signifikante Assoziation zu den chronischen Stressoren, wenn man neben der 
RNA-Integrität auch noch klinische Faktoren (Raucherstatus, Alkoholabusus) 
berücksichtigte. Somit war IL-8 das einzige Zielgen, welches weder durch klinische 
Faktoren noch von der RNA-Integrität beeinflusst wurde. Bei anderen Zielgenen kam 
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es zu signifikanten Assoziationen zwischen der Genexpression und dem BMI 
(SERPINB2), dem Raucherstatus (GADD45B, GNA15, MAFF, RPA1) und dem 
Geschlecht (CD9). Für Cortisol konnte keine signifikante Korrelation gefunden werden. 
Diese Gene zeigten dabei eine vergleichbare Abhängigkeit zu der RNA-Integrität wie 
in der ersten Post-hoc Analyse, was zu der Annahme führt, dass die Korrelation der 
Genexpression mit der RNA-Integrität nicht von klinischen Variablen abhängig 
gemacht werden kann. 
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4.2.5 Anwendung T-PreAmp an sonstigen nicht-humanen Probenmaterialien 
 
Das Ziel der ersten Arbeit dieses Unterpunktes war die Ermittlung, inwieweit die 
Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode bei der Untersuchung von gentechnisch 
modifizierten Organismen (GMO) eine nützliche Rolle einnehmen kann, sowie die 
Entwicklung eines geeigneten Protokolls für die simultane Analyse von GMOs aus 
Lebensmittelproben (Del Gaudio et al. 2010). Untersucht wurde zertifiziertes 
Referenzmaterial aus Bt11-Mais und RR-Soja (beides von Sigma Aldrich) in 
unterschiedlichen Konzentrationen (je 5%, 1% und 0.1%). Lebensmittelproben 
wurden, mit Ausnahme von Mix Shakes und Sojabohnen aus lokalen Geschäften 
besorgt. Des Weiteren wurde noch Material von Fera (Fera Science Limited/ ehemals 
Food and Environment Research Agency) angefordert. 
Beim Vergleich der Ct-Werte mit und ohne Präamplifikation mit der T-PreAmp konnte 
eine signifikante (p<0.0001) Verbesserung der Ct-Werte um 3.03 bis 7.45 Zyklen durch 
die Präamplifikation erzielt werden. Außerdem zeigte sich bei dem Vergleich der 
Reaktion mit und ohne T-PreAmp eine hohe Korrelation zwischen den Ergebnissen 
bei einem Korrelationskoeffizienten von R²=0.983. Die durchschnittliche 
Präamplifikationsuniformität betrug 1.35 und lag damit im Zielbereich. Dies zeigt, dass 
die Präamplifikation eine zuverlässige lineare Amplifikation der Zielgene ermöglicht 
und gewährleistet, ohne dabei fehlerharte Expressionsmuster hervorzurufen (Abb. 
43). Die signifikant (p=0.0319) geringere Intra-Assay-Varianz der Ct-Werte unter 
Anwendung der Präamplifikation lässt auf eine hohe Präzision und Reproduzierbarkeit 
dieser Methode schließen. 
Abb. 43 Linearität der T-PreAmp. 
Mittlere Ct-Werte mit T-PreAmp auf Y-Achse. Mittlere Ct-Werte ohne T-PreAmp 
auf der X-Achse. Der Graph entspricht R²=0.983. Reproduziert aus (Del Gaudio 
et al. 2010). 
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Bei Betrachtung der PCR-Effizienzen im Vergleich mit und ohne Präamplifikation kam 
es allerdings zu einer Überraschung. Interessanterweise zeigte sich bei Genen mit 
hoher Expression oft ein merklicher Abfall in der PCR-Effizienz durch die 
Präamplifikation (betraf adh1 und le1) und für das leu-tRNA Gen-Assay zeigte sich 
sogar ein signifikanter (p=0.0112) Abfall der PCR-Effizienz mit der T-PreAmp (Abb. 
44). Dies führten die Autoren auf ein möglicherweise fehlerhaftes Primerdesign oder 
auf eine eventuell stattgefundene Primerinteraktion zurück. Des Weiteren gab es 
schon vorher Beschreibungen, dass die Präamplifikation bei Genen mit hoher 
Expression ein Amplifikationsbias verursachen kann. 
 
Abb. 44:  PCR Effizienzen für leu-tRNA, adh1 und le1 mit und ohne Präamplifikation 
mit der T-PreAmp.  
Überraschenderweise kam es für leu-tRNA unter Präamplifikationsbedingungen 
zu einem signifikanten Abfall der Amplifikationseffizienzen. Für die anderen 
beiden Gene gab es keine signifikanten Unterschiede in den 
Amplifikationseffizienzen. Reproduziert aus (Del Gaudio et al. 2010). 
 
Zusammenfassend kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass die T-PreAmp zu einer 
Steigerung der Sensitivität führt. Dies zeigte sich insbesondere für Gene mit geringer 
Expression und im Rahmen dieser Arbeit für die Proben aus gentechnisch 
modifiziertem Mais und gentechnisch modifiziertem Soja. Außerdem kann die Zahl der 
analysierbaren Targets mit Hilfe der T-PreAmp erhöht werden. Die Präamplifikation 
mit der T-PreAmp führte zu einer signifikanten Verbesserung der Ct-Werte im 
Vergleich mit der nicht präamplifizierten Genexpressionsanalyse und zeigte dabei eine 
hohe Reproduzierbarkeit bei niedrigen Intra-Assay-Varianzen und hohen 
Korrelationskoeffizienten. 
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Im Rahmen der nächsten Studie wurde die Sphingosin-1-phosphat-Rezeptor-
Expression in Hinterwurzelzellen und einigen isolierten sensorischen Neuronen bei der 
Ratte untersucht (Kays et al. 2012). Dazu wurden Gewebeproben aus den 
Hinterhörnern (dorsales Wurzelganglion), dem Gehirn und der peripheren Lunge von 
drei Ratten gewonnen und analysiert. Als Referenzgene wurden HPRT und Arbp 
verwendet. Mit S1PR-1, S1PR-2, S1PR-3, S1PR-4, S1PR-5, TRPV1 und P2X3 
wurden sieben Zielgene festgelegt. 
In den dorsalen Wurzelganglionen (DRG) war die Expression von S1PR-3 am größten. 
Als nächstes folgte die Expression von S1PR-1 und S1PR-2. Am niedrigsten in den 
DRG war die Expression von S1PR-5 und S1PR-4. In den einzelnen Neuronen, für 
deren Analyse die Präamplifikation nach der T-PreAmp-Methode angewendet wurde, 
um eine hohe Sensitivität zu gewährleisten, zeigte sich dagegen kein einheitliches Bild. 
Während in manchen Neuronen alle fünf Subtypen exprimiert wurden, war in anderen 
Neuronen nur ein Subtyp exprimiert worden. Insgesamt gab es 18 Neurone mit kleinem 
Durchmesser (<25 µm), von denen 16 S1PR-1,11 S1PR-2, 14 S1PR-3, 12 S1PR-4 
und 11 S1PR-5 exprimierten. Für die 17 mittelgroßen Neurone (25 – 40 µm) zeigte 
sich ein ähnliches Bild. S1PR-1 wurde in 14 exprimiert, S1PR-2 in 12, S1PR-3 in 13, 
S1PR-4 in 6 und S1PR-5 in 13 Neuronen. Von den 16 großen Neuronen (>50 µm) 
exprimierten alle 16 S1PR-1, 10 S1PR-2, 12 S1PR-3, 9 S1PR-4 und 12 S1PR-5. 
Zusammenfassend für alle Neurone wurde S1PR-1 als der am stärksten exprimierte 
Subtyp in Neuronen klassifiziert. Danach folgte die Expression von S1PR-3 und S1PR-
5. Anschließend kam S1PR-4 und das Schlusslicht bildete S1PR-2. Damit wich die 
Rangfolge der Expression der Subtypen in den Neuronen merklich von der Rangfolge 
aus den DRG ab. Darüber hinaus konnten mit der präamplifizierten 
Genexpressionsanalyse auch die Ionenkanäle TRPV1 und P2X3 untersucht werden. 
Von den kleinen Neuronen waren 6 positiv für TRPV1, 7 positiv für P2X3, 2 waren 
positiv für beide Kanäle und 3 waren für beide negativ. Bei den mittelgroßen Neuronen 
waren keine positiv für TRPV1, 7 positiv für P2X3, 6 waren positiv für beide Kanäle 
und 4 waren für beide negativ, bei den großen Neuronen waren 1 positiv für TRPV1, 
8 positiv für P2X3 und 7 waren für beide Känale negativ. Die S1PR Expressionsprofile 
aus dem Gehirn und der Lunge dienten bei den Genexpressionsanalysen als positive 
Kontrollen. 
Zur Überprüfung der Präamplifikationsuniformität wurde die Expression der 
Referenzgene, sowie S1PR-2 und S1PR-5 bei einem Reaktionsvolumen von 20 µl und 
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unter Verwendung von je 250 ng und 2.5 ng RNA aus Lungengewebe der Ratten 
analysiert. Die Proben wurden jeweils 1:10 verdünnt und nukleasefreies Wasser diente 
als negative Kontrolle. Die Ergebnisse dieser Analyse lagen ausschließlich im Bereich 
ΔΔCq= 0 ± 1 und zeugen damit von einer sehr guten Uniformität (Abb. 45). Außerdem 
gab es keine nennenswerten Unterschiede zwischen der Expression mit 250 ng und 
2.5 ng RNA. Damit wurde eine uniforme Präamplifikation durch die T-PreAmp ohne 
Abhängigkeit von der Ausgangsmenge an RNA bewiesen und die sehr guten 
Uniformitäten (im Mittel 0.04, Zielbereich 0 ± 1.5) bestätigen eine zuverlässige, robuste 
und reproduzierbare Methode. Des Weiteren konnte mit der T-PreAmp eine deutliche 
Verbesserung der Sensitivität erreicht werden. Lagen die Ct-Werte ohne T-PreAmp 
noch im Durchschnitt bei 28.979 Zyklen, kam es mit der T-PreAmp zu 
durchschnittlichen Ct-Werten um 16.678 Zyklen. Das entspricht einer deutlichen 
Verbesserung der Ct-Werte um durchschnittlich 12.301 Zyklen (Abb. 45). 
 
Abb. 45: Präamplifikationsuniformitäten (ΔΔCq) und Ct-Werte (Cq)  mit (+) und 
ohne (-) T-PreAmp jeweils für 250 ng DNA und 2.5 ng DNA.  
Die Präamplifikationsuniformitäten lagen für alle Analysen im Zielbereich 
(ΔΔCq= 0 ± 1.5). Außerdem kam es durch die Präamplifikation zu einer 
deutlichen Reduktion der Ct-Werte. Reproduziert aus (Kays et al. 2012). 
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In der nächsten Publikation wurde die digitale PCR (dPCR) im Vergleich zur 
herkömmlichen qPCR bezüglich ihrer Präzision, Sensitivität und Reproduzierbarkeit in 
der Genexpressionsanalyse evaluiert (Sanders et al. 2011). Dabei kam auch die T-
PreAmp zum Einsatz. Als Probenmaterial dienten Plasmide. Es wurden 5 Zielgene 
untersucht. Im Einzelnen waren dies BCR-ABL M-bcr, ABL, Adh (Arabidopsis thaliana) 
Exon 2, Adh Exon 4 und Adh Exon 5.    
Die dPCR überzeugte mit einer sehr guten Sensitivität und Reproduzierbarkeit und 
ermöglichte dadurch eine zuverlässige und stabile Amplifizierung von Zielgenen. 
Dabei überzeugte diese Methode auch gerade bei der Amplifizierung von Zielgenen, 
die nur sehr limitiert aus den Proben extrahierbar waren. 
Die Präamplifikation ist eine zunehmend wichtigere Methode bei der Quantifizierung 
von Nukleinsäureproben mit limitierten Mengen an Material. In der Theorie geht man 
davon aus, dass der Intertarget-Bias, verursacht durch die Präamplifikation, 
vernachlässigbar klein ist und die präamplifizierten Proben über die gleiche Proportion 
der Targets verfügen, als es in der Probe noch vor der Präamplifikation der Fall war. 
Um das zu testen, wurde in dieser Studie das gleiche Adh-Molekül mit drei verschieden 
Assays (jeweils drei unterschiedliche Targets pro Assay: Exon 2, Exon 4 und Exon 5) 
mit und ohne Präamplifikationsschritt nach der T-PreAmp Methode untersucht. Dabei 
zeigte sich ohne T-PreAmp eine Variation der untersuchten Targets bezüglich ihrer 
Kopienanzahl zwischen den drei Assays (Abb. 46). Es handelte sich dabei aber um 
einen nicht signifikanten Unterschied (p=0.37). Jedoch war der Unterschied der 
Kopienanzahl bei der Durchführung mit T-PreAmp noch deutlicher und diesmal auch 
signifikant (p<0.03). Damit stimmt diese Studie nicht mit vorherigen Studien überein, 
in denen experimentelle Bias durch einen Präamplifikationsschritt ausgeschlossen 
werden konnten. Die Autoren führen dies am ehesten auf die Anwendung der dPCR 
nach der Präamplifikation zurück, da diese wohl die einzige Methode darstellt. die 
sensitiv genug ist, um derartige durch die Präamplifikation induzierte Fehler 
demaskieren zu können. Um das Problem der Assay spezifischen Bias zu umgehen, 
sollte vor jeder Anwendung der Präamplifikation evaluiert werden, ob sich die Methode 
für die Fragestellung eignet. Mögliche Wechselwirkungen, Interaktionen oder 
anderweitige Reaktionen zwischen den verwendeten Materialien und Programmen 
sollten dabei auf jeden Fall ausgeschlossen werden. 
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Abb. 46:  Anzahl der detektierten Targets jeweils aus drei unterschiedlichen Assays 
und im Vergleich zwischen mit (blau) und ohne (rot) T-PreAmp. 
Reproduziert aus (Sanders et al. 2011). 
 
 
In der abschließenden Studie ging es darum, den Einfluss der Präamplifikation und 
des Duplex-Formates auf die Genauigkeit der dPCR zu evaluieren (Whale et al. 2013). 
Dazu wurden insbesondere die technische Reproduzierbarkeit und die Abhängigkeit 
vom Template-Typ untersucht. Es wurden 3 Assays mit Arabidopsis thaliana alcohol 
dehydrogenase (ADH) untersucht. Die Zielgene waren Adha-FAM, Adha-VIC, Adhb-
FAM, Adhb-VIC, Adhd-FAM und Adhd-VIC.  
Die Ergebnisse für die Adh-Ratios am linearen Adh-Plasmid waren mit T-PreAmp in 
allen drei Bestimmungen unterschiedlich (1.07, 1.22 und 1.04). Im Vergleich dazu 
fielen die Ergebnisse für die Adh-Ratios in den drei Bestimmungen ohne T-PreAmp 
nahezu identisch bei 1.0 aus. Gleiches galt für die Adhd:Adhb-Ratio. Auch hier kam es 
unter Verwendung der Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode zu Varianzen 
(1.08, 1.12 und 1.07), während die Ratio ohne T-PreAmp bei Werten zwischen 1.00 
und 1.02 lag. Die Intra-Assay-Varianzen waren bei Verwendung der T-PreAmp höher 
im Vergleich zu den Ergebnissen ohne die T-PreAmp. Gleiches galt für die Inter-Assay-
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Varianzen. Dabei zeigten sich diese Ergebnisse unabhängig von der 
Ausgangskonzentration der Templates. (Abb. 47)  
Abb. 47: Adh-Ratios für die Amplifikation am linearen Adh-Plasmid mit (PA) und 
ohne T-PreAmp. 
Reproduziert aus (Whale et al. 2013). 
 
Bei Untersuchungen am zirkulären Adh-Plasmid, unter den gleichen 
Reaktionsbedingungen und Reaktionsablauf wie oben, kam es mit der T-PreAmp 
ebenfalls zu unterschiedlichen Ergebnissen mit Ratio-Werten zwischen 0.99 und 1.18. 
Im Vergleich dazu lagen die Ratio-Werte ohne die T-PreAmp zwischen 0.98 und 1.03. 
Bezüglich der Intra- und Inter-Assay-Varianzen galt gleiches wie beim linearen Adh-
Plasmid. Auch hier waren die Ergebnisse unabhängig von der Ausgangskonzentration 
der Templates. (Abb. 48) 
Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine der ganz wenigen, bei der die 
Präamplifikation mit der T-PreAmp Methode an ihre Grenzen gestoßen ist. Es konnte 
kein Nutzen aus der Anwendung gezogen werden, im Gegenteil, es kam durch den 
Einsatz der T-PreAmp sogar zu größeren Varianzen der Ergebnisse. Klar ist, dass mit 
jedem zusätzlichen Schritt auch die Gefahr für die Verursachung von Bias ansteigt. 
Bei der Inkludierung eines Präamplifikationsschrittes in einen Versuchsablauf handelt 
es sich auch um einen zusätzlichen Schritt. Demzufolge sollte vor der Anwendung 
eines Präamplifikationsschrittes immer eine Evaluierung erfolgen. Dabei sollte 
eingeschätzt werden, ob und in wieweit man bei dem entsprechenden 
Untersuchungsaufbau, dem Zielgewebe und den Zielgenen von einer Präamplifikation 
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profitiert. Ist ein Nutzen nicht klar erkennbar, sollte auf die weitere Anwendung im 
Verlauf der Studie verzichtet werden, da in diesem Falle die Ungenauigkeit durch 
möglicherweise induzierte Bias wohl überwiegt. In Fällen, in denen es sich um 
vernachlässigbar kleinen Bias handelt, kann eine Ausnahme gemacht werden. 
Gleiches gilt für den Fall, wenn sich der Bias klar definieren lässt. Dabei kann man den 
definierten Bias im Nachhinein wieder herausrechnen und somit auf durchaus 
verwertbare Ergebnisse kommen. 
 
Abb. 48: Adh-Ratios für die Amplifikation am zirkulären Adh-Plasmid mit (PA) und 
ohne T-PreAmp.  
Reproduziert aus (Whale et al. 2013). 
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Tabelle 2: Zusammenfassende Übersicht der relevanten Publikationen. 
Publikation Fragestellung Proben Methoden Abstammung der 
Proben 
housekeeping 
Gen 
Zusammenfassung der Ergebnisse 
Endomyokardgewebe 
Noutsias M. et 
al. BMC Mol 
Biol 2008 
Präamplifikationstechniken 
für Genexpressions-
analyse an 
Endomyokardbiopsien 
und an explantierten 
Herzen 
36 DCM (8 weiblich) T-PreAmp 
 
SSRT-PreAmp 
EMB 
Explantierte Herzen 
CDKN1B 
 
HPRT-CCM 
 
HPRT-ABI 
- CDKN1B als neues housekeeping Gen an Endomyokardgewebe 
- T-PreAmp vs. SSRT-PreAmp 
          => simultane Amplifikation von bis zu 100 Zielgenen mit der 
                T-PreAmp 
          => T-PreAmp mit höherer Präamplifikationsuniformität 
          => niedrigere Inter-Assay-Varianz bei T-PreAmp 
          => keine nennenswerten Unterschiede bei Intra-Assay-Varianz 
          => simplere Handhabbarkeit der T-PreAmp 
- Einsatz der T-PreAmp an EMB führt zu signifikanten Ct-Gewinn bei  
  hoher Präamplifikationsuniformität und niedrigen Inter- und Intra-Assay- 
  Varianzen 
Noutsias M. et 
al. Eur J Heart 
Fail 2011 
Quantifizierung und 
Charakterisierung der 
Genexpressionsmuster 
von T-Zellen in EMB bei 
AMC und DCM 
58 AMC (13 weiblich) 
 
34 DCM (8 weiblich) 
 
19 Kontrollen (8 
weiblich) 
T-PreAmp EMB CDKN1B 
 
HPRT 
- signifikanter Anstieg von CD3d, CD3z und TRBC bei AMC und DCM   
  Patienten 
- EMB von AMC und DCM positiv auf CD3d zeigten signifikanten 
  Anstieg von CD3z, TRBC und Eomesodermin 
- EMB von DCM positiv auf CD3d zeigten signifikanten Anstieg von  
  FTCM für IFN-g, T-bet, IL-27, FoxP3, Perforin, Granulysin und  
  Granzyme A 
- Mitglieder der TRBV-Familie zeigten Assoziationen mit  
  unterschiedlichen Viren: 
          => TRBV11 und TRBV24 mit B19V 
          => TRBV4, TRBV10 und TRBV28 mit HHV 6 
          => TRBV14 mit Coxsackievirus 
Grube M. et al.    
Am J Pathol 
2011 
Kardiale Expression der 
Kationentransporter OCT 
und OCTN 
83 Patienten (17 
weiblich) 
T-PreAmp EMB vom Menschen  
 
EMB von der Maus 
CDKN1B - Interaktion von OCT und OCTN mit kardiovaskulären Medikamtenten 
- Nachweis von OCTN1, OCTN2, OCT1 und OCT3 in humanen EMB 
- Nachweis von OCTN1, OCTN2 und OCT3 in vaskulären Strukturen 
- Nachweis von OCT1 und OCTN1 in Kardiomyozyten 
- signifikant höhere Expression von OCTN1, OCTN2 und OCT3 in     
   weiblichen Patienten 
- altersabhängige Expression von OCT1 und OCTN1 
- DCM Patienten mit signifikanten Abfall von OCTN2 
- OCTN2 Expression zeigt signifikante Korrelation mit LVEF 
- signifikant inverse Korrelation zwischen OCTN2 Expression und  
  Nachweis CD3-positiver Zellen 
- Mausmodell mit Coxsackievirus infizierten Mäusen 
          => OCTN1 und OCTN2 zu Beginn der Infektion signifikant erhöht 
          => im weiteren Verlauf signifikant reduzierte OCTN2 Expression  
               und weiterhin erhöhte Expression von OCTN1  
Lassner D. et 
al. Eur Heart J 
2014 
Genexpressionsprofile in 
EMB bei IGCM, CS und 
MCA 
10 IGCM (6 weiblich) 
 
10 CS (4 weiblich) 
 
18 MCA (4 weiblich) 
T-PreAmp EMB HPRT1 - signifikante Dysregulation der Rezeptoren ADIPOR2, CCR5, CCR6  
  und TLRs auf Kardiomyozyten, T-Zellen und DC 
- Herabregulierung von ADIPOR2 bei CS 
- bei IGCM CCR5, CCR6, DC erniedrigt und TLR8 sowie IL-17D  
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80 Kontrollen (26 
weiblich) 
  deutlich erhöht 
- signifikante Reduktion von TLR3, TLR4 und TLR9 
- erhöhte Expression von Schlüsselgenen der adaptiven Immunität  
  (CCL20, FoxP3, IFN-ß, IL-6, IL-10) sowie pro-inflammatorischer  
  Zytokine bei IGCM 
- signifikante Dysregulation von CPT1, DHODH und CYB bei CS im  
  Vergleich zu Kontrolllen und MCA 
- starke Korrelation zwischen kardialer Genexpression und  
  immunhistochemischen Markern für CD3-positive T-Lymphozyten, T- 
  Zellen (CD45RO) und Perforin positiven zytotoxischen Lymphozyten  
  bei CS 
- bei IGCM und MCA Korrelation der Genexpression mit der Zahl der  
  Leukozyten und Makrophagen   
Westermann 
D. et al. Circ 
Heart Fail 
2011 
Kardiale Inflammation und 
Veränderungen der 
extrazellulären Matrix bei 
HFNEF 
20 HFNEF 
 
8 Kontrollen 
T-PreAmp 
 
Echokardiographie 
EMB 
 
Serum 
CDKN1B - Akkumulation kardialen Kollagens bei HFNEF 
          => signifikant erhöhte Expression von Kollagen Typ I und III 
          => MMP-1 erniedrigt 
- erhöhte Expression von TIMP sowie der inflammatorischen Marker  
  CD3, CD11a und CD45 und VCAM-1 bei HFNEF 
- Erhöhung des carboxy-terminalen Telopeptid I und des Prokollagen  
  Typ 1 in Serumproben bei HFNEF 
- Korrelation zwischen kardialen Kollagen, der Anzahl  
  inflammatorischer Zellen und der diastolischen Dysfunktion 
Kasner M. et 
al. J Am Coll 
Cardiol 2011 
Kardiale Inflammation und 
Veränderungen der 
extrazellulären Matrix bei 
HFNEF 
26 HFNEF (11 
männlich) 
 
15 Kontrollen (11 
männlich) 
T-PreAmp 
 
Echokardiographie 
EMB CDKN1B - signifikanter Anstieg des Gesamtkollagens inklusive Kollagen Typ I  
  bei HFNEF 
- deutlicher Anstieg Kollagen Typ III und gesteigertes Kollagen- 
  Crosslinking bei HFNEF 
- Überexpression von LOX bei HFNEF 
- Korrelation zwischen E/A Ratio und CVF im Flow-Doppler 
- Korrelation von Tissue-Doppler Parametern mit CVF, Kollagen Typ I  
  und linksventrikulären Füllungsindex 
- Korrelation zwischen Überexpression von Kollagen und reduzierter  
  Herzfunktion 
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Publikation Fragestellung Proben Methoden Abstammung der 
Proben 
housekeeping 
Gen 
Zusammenfassung der Ergebnisse 
Blut und periphere Blutzellen 
Kohls K. et al. 
Urologe A 
2015 
Nachweis von IncRNA im 
Serum von Patienten mit 
urologischen 
Tumorerkrankungen 
10 Prostatakarzinom 
 
10 nicht-
muskelinvasives 
Harnblasenkarzinom 
(1 weiblich) 
 
10 muskelinvasives 
Harnblasenkarzinom 
(1 weiblich) 
 
10 klarzelliges 
Nierenzellkarzinom 
(4 weiblich) 
 
12 Kontrollen (5 
weiblich) 
T-PreAmp Serum ACTB - Signalverstärkung um das bis zu 1000-fache für das housekeeping  
  Gen ACTB und MALAT1 mit T-PreAmp 
- mittlerer Ct-Gewinn mit T-PreAmp für ACTB 10 Zyklen und für  
  MALAT1 11 Zyklen 
- hohe Primereffizienzen mit und ohne T-PreAmp 
Mharakurwa S. 
et al. Malar J 
2014 
Präamplifikations-
methode zum Nachweis 
von Plasmodium 
falciparum 
84 Proben von 
Blutausstrichen bei 
Plasmodium 
falciparum 
T-PreAmp Blut k.A. - 53 Proben mikroskopisch positiv 
          => lediglich 23 dieser Proben positiv mit nicht-präamplifizierten  
               qPCR         
          => immerhin 30 dieser Proben positiv mit präamplifizierter qPCR 
- 31 Proben mikroskopisch negativ 
          => 9 dieser Proben positiv mit präamplifizierter qPCR 
- mit T-PreAmp konnte Sensitivität signifikant verbessert werden 
- ohne T-PreAmp in lediglich 11 der 84 Proben (13.1%) suffizientes  
  DNA-Signal 
- mit T-PreAmp immerhin in 61 der 84 Proben (72.6%) suffizientes  
  DNA-Signal 
- mit T-PreAmp durchschnittlicher Ct-Gewinn von 10.92 Zyklen    
Noutsias M. et 
al. BMC Mol 
Biol 2008 
Präamplifikations-
techniken für 
Genexpressionsanalyse 
an PBMC 
5 gesunde 
Probanden 
T-PreAmp PBMC CDKN1B 
 
HPRT-CCM 
 
HPRT-ABI 
- im Schnitt signifikanter Ct-Gewinn von 7.37 ± 0.51 Zyklen mit T- 
  PreAmp, Ausnahme CD56 
- sehr gute Präamplifikationsuniformitäten mit T-PreAmp, Ausnahme  
  CD56 
- keine signifikanten Unterschiede in der PCR-Effizienz zwischen nicht- 
  präamplifizierter und präamplifizierter real-time PCR 
Streitz M. et al. 
PLoS One 
2008 
Quantifizierung und 
Charakterisierung der 
Genexpressionsmuster 
von T-Zellen in EMB und 
PBMC bei DCMi mit 
B19V  
1 B19V T-PreAmp EMB 
 
PBMC 
 
Serum 
k.A. - klarer Rückgang der Viruslast in EMB im Verlauf von 6 und 12  
  Monaten 
- in PBMC und Serum im Verlauf bereits gar keine Viruslast mehr 
- Analysen zum zellulären Immunresponse zeigten massive Antwort  
  CD8-positiver T-Zellen und leichte Reaktion CD4-positiver Zellen 
- stark erhöhte Expression von TRBV11 und dominante Expression von  
  Th1 (IFN-g, IL-2, IL-27, T-bet) sowie zytotoxischer T-Zellen Marker  
  (Perforin, Granzyme B) im IFN-g Sekretionsassay, andererseits geringe  
  Expression bei Th2 (IL-4, GATA3) und regulatorische T-Zellen (FoxP3) 
- Anstieg inflammatorischer Marker IL-6, TNF-a und NFkB 
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Marnetto F. et 
al. J Neuro-
immunol 2014 
Einsatz der 
präamplifizierten 
Genexpressionsanalyse 
zur Optimierung sowie 
Personalisierung der 
Rituximab-Therapie 
50 Proben von 
NMOSD-Patienten 
unter Rituximab-
Therapie 
T-PreAmp 
 
Durchfluss-
zytometrie 
Blut GAPDH - ohne T-PreAmp CD19 mRNA-Nachweis lediglich in 20 von 50 Proben  
- mit T-PreAmp signifikanter Ct-Gewinn von durchschnittlich 7.57 Zyklen 
  für CDKN1B, 7.48 Zyklen für GAPDH und 7.71 Zyklen für CD19 
- gute Präamplifikationsuniformitäten 
- niedrige Inter- und Intra-Assay-Varianzen 
- hohe Reproduzierbarkeit der gesamten Prozedur 
- Vorteile der präamplifizierten Genexpressionsanalyse gegenüber der  
  Durchflusszytometrie  
Veroni C. et al. 
J Neuro-
inflammation 
2015 
Expressionsprofile von 
Genen der Immunabwehr 
und EBV-
Virusgenexpression 
31 RRMS (11 
männlich) 
T-PreAmp PBMC 
 
Liquor 
GAPDH - signifikanter Anstieg von CD138 und BCMA in Liquorproben und von  
  CD68 in PBMC 
- außerdem signifikanter Anstieg von CD4, FoxP3, BDCA-2, IFN-g, IL-10,  
  p40, CXCL13, IRF7 und Usp18 in Liquorproben im Vergleich zu PBMC 
- signifikanter Anstieg von Granzyme B, MMP-9, IL-4, IL-6, IFIT1,  
  NMAMPT und COX-2 in PBMC im Vergleich zu den Liquorproben 
- signifikante Korrrelation zwischen inflammatorischen Liquorparametern  
  und der Genexpressionlevel aus Liquorproben 
- signifikant erhöhte Expression von CD4 im Liquor weiblicher Patienten  
  und Patienten in klinischer Remission im Vergleich zu männlichen  
  Patienten und Patienten mit Rezidiv 
- sehr gute Präamplifikationsuniformitäten und stabile gute PCR- 
  Effizienzen mit und ohne T-PreAmp 
- signifikante Verbesserung der Ct-Werte um durchschnittlich 4.6 Zyklen  
  mit T-PreAmp 
          => Steigerung Sensitivität 
          => Quantifizierung auch niedrig exprimierter Transkripte   
Bittmann B. et 
al. Med Sci 
Monit 2005 
Nutzen von RMM zur 
Stressbewältigung und 
zum Stressabbau 
32 freiwillige 
Probanden (7 
männlich) 
T-PreAmp Blut PPIA - individuelles Genexpressionsmuster bezüglich Stressoren 
- RMM zeigte sich als gute Methode zur Stressbewältigung und  
  Stressreduktion 
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Publikation Fragestellung Proben Methoden Abstammung der 
Proben 
housekeeping 
Gen 
Zusammenfassung der Ergebnisse 
FFPE Proben aus unterschiedlichen Geweben 
Ciotti P. et al. 
Diagn Mol 
Pathol 2009 
Präamplifikationmethode 
zur Genexpression-
sanalyse an FFPE-Proben 
aus Brustgewebe 
2 duktales 
Mammakarzinom 
 
1 Kontrolle 
T-PreAmp Brustgewebe RPLP0 - humane Referenz-RNA 
          => ohne T-PreAmp konnten nur 82 der 96 Zielgene (85.4%)  
               amplifiziert werden, mit T-PreAmp alle 
          => T-PreAmp ermöglichte Steigerung der initialen RNA um das  
               2.5-fache und zeigte hohe Präamplifikationsuniformität 
- schockgefrorene Proben 
          => ohne T-PreAmp konnten nur 86 der 96 Zielgene (89%)  
               amplifiziert werden, mit T-PreAmp alle 
          => hohe Präamplifikationsuniformität 
- FFPE von gesunden Brustgewebe 
          => ohne T-PreAmp konnten nur 79 der 96 Zielgene (82%)  
                amplifiziert werden, mit T-PreAmp alle 
          => hohe Präamplifikationsuniformität 
-FFPE von Bruskrebspatienten   
          => ohne T-PreAmp konnten nur 66 der 96 Zielgene (69%) 
                amplifiziert werden, mit T-PreAmp immerhin 94 der 96 
                Zielgene (97.9%) 
          => hohe Präamplifikationsuniformität 
- niedrige Inter- und Intra-Assay-Varianzen 
- signifikante Korrelation der Ergebnisse mit und ohne T-PreAmp 
- Steigerung der Sensitivität durch T-PreAmp und Expansion der initialen  
  RNA um das 2.5 bis 3-fache  
Denning K. et 
Mod Pathol al. 
2007 
Genexpressionsmuster für 
Schilddrüsenkarzinome 
31 papilläres 
Schilddrüsenkarzinom 
 
14 follikulär papilläres 
Schilddrüsenkarzinom 
 
10 follikuläres 
Schilddrüsenkarzinom 
 
17 follikuläre 
Adenome 
T-PreAmp Schilddrüsengewebe CDKN1B - signifikante Unterschiede in Genexpression von HLA-DMA, HLA-DQB1,  
  MT1X, CSNK1G2 und RAB23 beim Vergleich zwischen follikulären  
  Adenom und follikulär papillären Schilddrüsenkarzinom 
- signifikante Unterschiede in Genexpression von MT1K, MT1X und  
  RAB23 beim Vergleich zwischen follikulärem Adenom und follikulären  
  Schilddrüsenkarzinom 
- signifikante Unterschiede in Genexpression von CSNK1G2, HLA-DQB1,  
  MT1X und RAB23 beim Vergleich zwischen papillärem  
  Schilddrüsenkarzinom und follikulärem Adenom 
- Vergleich zwischen papillärem Schilddrüsenkarzinom und follikulärem  
  Schilddrüsenkarzinom zeigte signifikanten Unterschied für KRAS2  
  Expression 
- signifikante Steigerung der Sensitivität mit Reduktion der Ct-Werte mit  
  T-PreAmp 
- gute Reproduzierbarkeit  
Li J. et al. 
BMC 
Biotechnol 
2008 
Präamplifikationmethode 
zur Genexpressions-
analyse an FFPE-Proben 
aus Schilddrüsengewebe 
Zelllinien aus 
thyroidalem 
follikulären Epithel  
T-PreAmp Schilddrüsengewebe CDKN1B - Vergleich UPMM mit GEMM 
          => UPMM zeigte für lange Amplikons höhere Ct-Werte 
- deutliche Verbesserung der Sensitivität mit Reduktion der Ct-Werte  
  durch T-PreAmp 
- hohe Korrelation der Ergebnisse mit und ohne T-PreAmp 
- Ct-Werte an schockgefrorenen Proben 2 bis 11 Zyklen geringer als an  
  FFPE  
          => Degradierung der RNA bzw. DNA sowie Ausbildung von  
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               Crosslinks 
Sanchez-
Espiridion B. et 
al. Clin Cancer 
Res 2009 
Erarbeitung eines 
Genexpressionsassays 
zur Abschätzung des 
Outcomes bei Hodgkin 
Lymphom 
52 Hodgkin Lymphom T-PreAmp Lymphknoten HMBS, GUSB - Erarbeitung eines Assays, welches Zielgene enthält die beim Hodgkin  
  Lymphom von prognostischer Relevanz sind 
- mit T-PreAmp mittlerer Ct-Gewinn von 4.49 Zyklen 
- Steigerung der Sensitivität durch T-PreAmp 
Sanchez-
Espiridion B. et 
al. Blood 2010 
Molekularer Risk-Score für 
das Hodgkin Lymphom  
183 Hodgkin 
Lymphom (84 
weiblich) 
 
79 Kontrollen (28 
weiblich) 
T-PreAmp Lymphknoten HMBS, GUSB - Erhöhung von Zellzyklus- und Apoptosegenen mit schlechteren  
  Outcome assoziert 
- Erhöhung von Genen zur Makrophagenaktivierung und IRF4 wirkt  
  protektiv 
- Sensitivitätssteigerung mit T-PreAmp 
Vera-Lozada 
G. et al. Exp 
Mol Pathol 
2014 
Analyse biologischer und 
auch technischer 
Varianzen an FFPE-
Proben beim Hodgkin 
Lymphom 
25 Hodgkin Lymphom T-PreAmp Lymphknoten HMBS, GUSB - Sensitivitätssteigerung und Ct-Gewinn von durchschnittlich 10.1 Zyklen  
  mit T-PreAmp 
- Einteilung der Zielgene in hoch exprimiert (LYZ, STAT1, IRF4), moderat  
  exprimiert (BCL2) und niedrig exprimiert (CASP3) 
- niedrige Inter-Assay-Varianz 
- aber Varianz bei allen Genen durch T-PreAmp 
          => besonders Gene mit niedriger und moderater Expression  
               betroffen 
          => am ehesten auf Fixation (FFPE) und damit verbundener  
                Anwesenheit von Inhibitoren zurückzuführen 
          => Reduktion der Input-RNA führte zur Abschwächung der  
               Varianzen   
Ferruelo A. et 
al. Int J Clin 
Exp Pathol 
2011 
Genexpressionsanalyse 
degradierter 
Autopsieproben mit 
unterschiedlich langen 
Fixationszeiten 
12 Autopsien T-PreAmp Leber k.A. - Einteilung der Proben nach Fixationsdauer in Formalin in 4 Gruppen mit  
  je 3 Proben: Gruppe 1 15 Tage, Gruppe 2 60-90 Tage, Gruppe 3 150- 
  180 Tage und Gruppe 4 240-270 Tage  
- Proben mit längerer Fixationszeit zeigten Degradierungen der RNA und  
  DNA sowie Abnahme der Fragmentlänge 
- nicht-präamplifizierte real-time PCR 
          => Gruppe 1 und 2 alle 13 Gene amplifizierbar 
          => Gruppe 3 7 von 13 Genen amplifizierbar 
          => Gruppe 4 keines der 13 Gene amplifizierbar 
-  präamplifizierte real-time PCR 
          => alle 13 Gene in allen 4 Gruppen amplifizierbar 
          => signifikante Sensitivitätssteigerung 
DeCarlo C. A. 
et al. Anal 
Biochem 2008 
Genexpressionsanalyse 
von Interferon k in 
Zervikalepithel 
12 Patienten 
 
4 Kontrollen 
T-PreAmp Zervix HPRT1 - RNA aus schockgefrorenen Proben bessere Integrität als RNA aus  
  FFPE 
          => Degradierung, Strangbrüche und Crosslinks durch Fixierung 
- sehr gute Präamplifikationsuniformitäten 
- Sensitivitätssteigerung mit T-PreAmp 
- Interferone erst mit T-PreAmp nachweisbar 
- scheinbar starker Zusammenhang zwischen IFN-k Expression und  
  HPV-Infektion 
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Publikation Fragestellung Proben Methoden Abstammung der 
Proben 
housekeeping 
Gen 
Zusammenfassung der Ergebnisse 
Sonstige humane Proben 
Del Gaudio S. 
et al. Scientific 
WorldJournal 
2013 
Genexpressionsanalyse 
historischer DNA (aDNA) 
9 historische Skelette 
aus der Zeit vom 
zweiten Jahrhundert 
v.Chr. bis in das 16. 
Jahrhundert 
 
2 Knochen aus dem 
Jahre 79 n. Chr. als 
Kontrollen 
T-PreAmp Skelett (aDNA) k.A. - ohne T-PreAmp 
          => Inhibitionsassay zeigte für alle unverdünnten Proben komplette  
               Inhibition der aDNA  
          =>Quantifizierung der mtDNA lieferte auch nur sehr geringe Menge 
- mit T-PreAmp 
          => Sensitivitätssteigerung 
          => Anstieg mtDNA um das bis zu 1000-fache 
          => signifikanter Ct-Gewinn von 10 bis 14.4 Zyklen 
          => ermöglichte Geschlechtsbestimmung der meisten Skelette 
Fontenete S. et 
al. Int Braz J 
Urol 2011 
Genexpressionsanalyse 
zu PSA und PCA3 beim 
Prostatakarzinom 
25 Prostatakarzinom 
 
32 Kontrollen 
T-PreAmp Urin 
 
Serum 
GAPDH - kein wesentlicher Effekt durch T-PreAmp 
          => lediglich in 15.8% der Proben PSA mRNA nachweisbar 
          => PCA3 mRNA sogar nur in 3.8% der Proben 
          => höhere Expression der PSA mRNA bei Patienten 
- PSA-Serumspiegel zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen  
  Patienten und Kontrollen, möglicherweise Verfälschung durch NSAR- 
  Einnahme und Manipulationen wie Prostatabiopsie oder digitale rektale  
  Untersuchung   
Mengual L. et 
al. BMC Res 
Notes 2008 
Multiplex 
Genexpressionsanalyse 
an Urinproben und 
Blasenspülwasser 
7 Urinproben und 10 
Blasenspülwasser von 
Patienten mit 
Blasenkarzinom 
 
4 Blasenspülwasser 
sowie eine Urinprobe 
als Kontrolle 
T-PreAmp Urin 
 
Blasenspülwasser 
GUSB - Ct-Gewinn von durchschnittlich 3.85 Zyklen mit T-PreAmp 
- gute Amplifikationseffizienz mit und ohne T-PreAmp 
- signifikante Korrelation der Ergebnisse mit und ohne T-PreAmp 
          => T-PreAmp stabil und zuverlässig ohne Verzerrung der  
               Ergebnisse und ohne Bias 
- allerdings Varianzen bei 3 Genen (IGF2, FGR3, CRH) 
          => vorherige Kontrolle der Präamplifikationsuniformität für jedes  
                Zielgen, da sich scheinbar nicht alle Zielgene für  
                Präamplifikation eignen 
- Ct-Gewinn von RNA-Qualität kaum beeinflusst, aber bei schlechter  
  RNA-Qualität nicht mehr alle Zielgene amplifizierbar  
Schwalm K. et 
al. Am J 
Physiol Lung 
Cell Mol 
Physiol 2008 
Genexpression von BAX 
bei Asthmapatienten 
11 Patienten mit 
Asthma (3 männlich) 
 
9 Kontrollen (4 
männlich) 
T-PreAmp 
 
Immunhisto-
chemie 
Bronchialabstriche CDKN1B - 1000-facher Anstieg des cDNA-Signals der Zielgene mit T-PreAmp 
- immunhistochemisch zeigte sich in den Kontrollen ein signifikant  
  höherer Anteil BAX-positiver Mukosazellen 
- täglicher Gebrauch der Asthmamedikation hatte keinen signifikanten  
  Effekt auf den BAX-Anteil im Vergleich zum gelegentlichen Gebrauch  
  der Medikation 
- bei BCL2-positiven Mukosazellen keine Unterschiede zwischen den  
  Gruppen 
- Genexpressionsanalyse zeigte reduzierte BAX-Expression bei  
  Asthmatikern 
- nahezu hundertprozentige Amplifikationseffizienz mit T-PreAmp selbst  
  bei limitierten RNA- und DNA-Mengen 
- sehr gute Präamplifikationsuniformität (außer Actin-RNA alle Zielgene 
  im Zielbereich von -1.5 bis 1.5) 
- intakte und degradierte RNA konnten zuverlässig mit T-PreAmp  
  amplifiziert werden  
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Bergen A. et al. 
Psychoneuro-
endocrinology 
2012 
Genexpressionsanalyse 
biologischer Marker für 
chronische Stressoren im 
Speichel 
48 Probanden (15 
weiblich) 
T-PreAmp Speichel B2M, 
CDKN1B, 
GAPDH, 
REPL13A, 
UBC, 
YWHAZ 
- 2 Gruppen mit je 24 Probanden, eine Gruppe regelmäßig chronischen  
  Stressoren ausgesetzt, die andere Gruppe nicht 
- GALC, IL8, NSF, RAB27A, SLC35A1 und STX7 waren in  
  Stressorengruppe niedriger exprimiert im Vergleich zur Gruppe ohne  
  Stressoren 
- GADD45B und HSPA1B waren in Stressorengruppe höher exprimiert  
  als in Vergleichsgruppe 
- signifikanten Assoziationen zwischen Genexpression und BMI  
  (SERPINB2), Raucherstatus (GADD45B, GNA15, MAFF, RPA1) und  
  Geschlecht (CD9) 
- 16 von 47 Zielgenen mit Amplifikationseffizienz unter 90%  
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Publikation Fragestellung Proben Methoden Abstammung der 
Proben 
housekeeping 
Gen 
Zusammenfassung der Ergebnisse 
Sonstige nicht-humane Proben 
Del Gaudio S. 
et al. Anal 
Bioanal Chem 
2010 
Genexpressionsanalyse 
von GMO 
GMO T-PreAmp GMO k.A. - signifikante Verbesserung der Ct-Werte um 3.03 bis 7.45 Zyklen mit T- 
  PreAmp 
          => Sensitivitätssteigerung 
- hohe Korrelation der Ergebnisse mit und ohne T-PreAmp 
          => T-PreAmp stabil und zuverlässig ohne Verzerrung der  
                Ergebnisse und ohne Bias 
- signifikante Reduktion der Intra-Assay-Varianz mit T-PreAmp 
- PCR-Effizienz zeigte für Gene mit hoher Expression keine signifikanten  
  Unterschiede mit und ohne T-PreAmp, aber bei Genen mit niedriger  
  Expression kam es überraschenderweise sogar zu einem signifikanten  
  Abfall der PCR-Effizienz mit T-PreAmp 
          => möglicherweise fehlerhaftes Primerdesign oder eine  
               eventuell stattgefundene Primerinteraktion 
Kays J. S. et 
al. Physiol 
Genomics 
2012 
Expression der S1PR-
Familie im dorsalen 
Wurzelganglion sowie in 
einzelnen Neuronen bei 
der Ratte  
3 Ratten T-PreAmp dorsales 
Wurzelganglion 
 
Gehirn 
 
periphere Lunge 
HPRT 
 
Arbp 
- erhöhte Expression von S1PR-1, S1PR-2, S1PR-3, S1PR-4 und  
  S1PR-5 im dorsalen Wurzelganglion 
- dagegen kein einheitliches Bild in einzelnen Neuronen 
          => in einigen Neuronen alle 5 Subtypen nachweisbar, in anderen  
               nur 1 Subtyp 
- mit T-PreAmp konnten in einigen Neuronen auch die Ionenkanäle  
  TRPV1 und P2X3 gefunden werden 
- sehr gute Präamplifikationsuniformität 
- Verbesserung der Ct-Werte um durchschnittlich 12.301 Zyklen 
          => Sensitivitätssteigerung  
Sanders R. et 
al. Anal Chem 
2011 
Einsatz der digitalen PCR 
(dPCR) zur absoluten 
DNA-Quantifizierung 
Plasmide T-PreAmp Plasmide k.A. - T-PreAmp verstärkte Varianzen zwischen den Assays 
          => vorherige Kontrolle der Präamplifikationsuniformität für jedes  
               Zielgen, da sich scheinbar nicht alle Zielgene für  
               Präamplifikation eignen 
Whale A. S. et 
al. PLoS One 
2013 
Einsatz der dPCR zur 
Genexpressionsanalyse 
von Genen mit niedrigem 
Expressionsniveau 
3 Assays mit 
Arabidopsis thaliana 
alcohol 
dehydrogenase 
(ADH) 
T-PreAmp Arabidopsis thaliana 
alcohol 
dehydrogenase 
(ADH) 
k.A. - T-PreAmp verstärkte Varianzen der Ergebnisse, der Inter- und der Intra- 
  Assay-Varianz 
          => vorherige Kontrolle der Präamplifikationsuniformität für jedes  
               Zielgen, da sich scheinbar nicht alle Zielgene für  
               Präamplifikation eignen 
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5. Diskussion 
 
Die Genexpressionsanalyse mittels direkter real-time PCR kann in der Erforschung, 
Diagnostik, Verlaufskontrolle, Nachuntersuchung, und nicht zuletzt auch bei 
prognostischen Fragestellungen zahlreicher Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. 
Gute Beispiele dafür sind der diagnostische Einsatz für spezifische 
Genexpressionsmuster, sowie die auf der Basis von Genexpressionsanalysen 
erarbeitete Risk-Scores zur prognostischen Abschätzung bei einigen Erkrankungen. 
Einige Limitationen der Genexpressionsanalyse mittels direkter real-time RT-PCR 
ergeben sich durch Proben mit nur sehr geringen extrahierbaren RNA-Mengen, 
Proben deren Zielgene nur sehr geringe Expressionsniveaus aufweisen, oder auch 
Proben, deren Qualität und Auswertbarkeit durch die Fixationsmethoden 
eingeschränkt wird. Als eine potentielle Lösung dieser Probleme wurden 
Präamplifikationsmethoden erarbeitet, und diese wurden seither in einigen Studien an 
den verschiedensten Probenmaterialien und für unterschiedlichste Fragestellungen 
angewendet und getestet.  
Die T-PreAmp zeigte bei Vergleichen mit anderen Präamplifikationsmethoden 
mehrfache Vorzüge. Im Vergleich zur SSRT-PreAmp zeigte sie beispielsweise 
mehrere entscheidende Vorteile (Noutsias et al. 2008). So ermöglicht die T-PreAmp 
die simultane Amplifikation von bis zu 100 Zielgenen und wies deutlich bessere 
Präamplifikationsuniformitäten und niedrigere Inter-Assay-Varianzen auf im Vergleich 
zur SSRT-PreAmp, bei der bis zu 7 Zielgenen gleichzeitig präamplifiziert werden 
konnten. Bei Betrachtung der Intra-Assay-Varianzen zeigten sich hingegen keine 
nennenswerten Unterschiede. Ein großer und nicht zu unterschätzender Vorteil liegt 
wohl in der simpleren Handhabbarkeit der T-PreAmp. Während man für die SSRT-
PreAmp andere Primer verwendet als in der anschließenden PCR-Reaktion, kann man 
bei der T-PreAmp die gleichen Primer verwenden wie in der darauffolgenden PCR-
Reaktion. Dies erspart einige Arbeitsschritte und damit auch kostbare Zeit und das 
Risiko von Verunreinigungen kann dadurch ein wenig reduziert werden. Um eine 
Übersicht und ein Gesamtbild zur T-PreAmp zu erhalten, wurden möglichst alle 
Publikationen, in denen es um diese Methode ging oder in denen diese Methode für 
andere Fragestellungen angewendet wurde, in dieser Arbeit zusammengetragen und 
versucht, die wesentlichen Punkte dabei standardisiert zu erfassen, wiederzugeben 
und zu diskutieren.  
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Ein wesentliches Einsatzgebiet der T-PreAmp fand sich bisher in der 
Genexpressionsanalyse von Endomyokardgewebe, meistens in Form von EMB. EMB 
erfüllen die genannten wesentlichen problematischen Punkte bei der 
Genexpressionsanalyse von Proben. So sind gerade bei EMB für gewöhnlich nur sehr 
geringe Mengen an extrahierbarer RNA bzw. DNA zu finden. Darüber hinaus gibt es 
in Endomyokardgewebe zahlreiche Gene, welche nur sehr geringe 
Expressionsniveaus erreichen. All diese Punkte machten es mit herkömmlichen PCR-
Methoden nur sehr schwierig, wenn nicht sogar unmöglich, valide Ergebnisse und 
Erkenntnisse aus EMB zu erzielen. 
Ein Feld, an dem die T-PreAmp wiederholt eingesetzt worden ist, ist die 
inflammatorische Kardiomyopathie. Mit diesen Fragestellungen sind auch die 
umfangreichen methodischen Untersuchungen zur T-PreAmp erarbeitet worden. Trotz 
der bekannten pathogenetischen Assoziation zwischen der DCM und der Myokarditis, 
ist die Infiltrationsdichte bei der inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi) in der 
Regel nicht fokal und nicht quantitativ massiv ausgeprägt, so dass erst die deutlich 
sensitiveren immunhistologischen Methoden (Noutsias et al. 1999), teilweise unter 
Verwendung der digitalen Bildanalyse, zur Diagnosesicherung der DCMi geführt 
haben (Noutsias et al. 2002). Diese methodischen Feinheiten konnten letztlich auch in 
klinisch relevante Ergebnisse übertragen werden, da die herkömmliche qualitative 
Diagnostik der Myokarditis nach den histologischen Dallas-Kriterien keine 
prognostische Aussagekraft hat (Grogan et al. 1995), hingegen die deutlich sensitivere 
und spezifischere immunhistologische Diagnostik mit einer signifikant schlechteren 
Prognose assoziiert ist (Kindermann et al. 2008). 
Mit dem Einsatz der Präamplifikation nach der T-PreAmp-Methode konnte die 
Sensitivität nachweislich deutlich verbessert werden. So führte der Einsatz der T-
PreAmp i.d.R. zu einer signifikanten Reduktion der Ct-Werte. Die Methode überzeugte 
mit hohen Präamplifikationsuniformitäten bei niedrigen Inter- und Intra-Assay-
Varianzen (Noutsias et al. 2008). Lediglich bei sehr vereinzelten Genen, wie hier 
beispielsweise bei CD56 der Fall, zeigten sich höhere Varianzen. Eine eindeutige 
Erklärung ließ sich dafür aber leider nicht finden. Möglicherweise sind derartige 
Abweichungen aber auch durch zufällig vorhandene Inhibitoren zu erklären (Tichopad 
et al. 2004, Huggett et al. 2008, Buckwalter et al. 2014). Um solche Fälle erfassen zu 
können und fehlerhafte Schlüsse zu vermeiden, ist es sehr empfehlenswert und sollte 
es zur gängigen Praxis werden, für jedes Zielgen die Präamplifikationsuniformitäten 
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sowie die Varianzen zu bestimmen (Noutsias et al. 2008, Sanders et al. 2011, Whale 
et al. 2013). In weiteren Arbeiten an Endomyokard ermöglichte die T-PreAmp völlig 
neue Einblicke in die Genexpression an Endomyokardgewebe bei unterschiedlichen 
Erkrankungen. Es konnten weitestgehend spezifische Genexpressionsmuster für 
AMC, DCM und DCMi (Noutsias et al. 2011) sowie für IGCM, CS und MCA (Lassner 
et al. 2014) bezüglich der Expression von charakteristischen Genen für die 
Immunmodulation und Immunantwort aufgezeigt werden. Diese Untersuchungen sind 
von wegweisender Bedeutung für potentiell neue Wege der molekularen Diagnostik 
von Erkrankungen, die selten und schwierig zu differenzieren sind, wie die IGCM 
(Noutsias und Tschope 2016). 
Darüber hinaus konnte das Remodeling der ECM im Zusammenhang mit kardialer 
Inflammation und der daraus resultierenden klinischen Präsentation bei HFNEF 
analysiert werden (Kasner et al. 2011, Westermann et al. 2011). So kommt es bei 
HFNEF zu einer Akumulation kardialen Kollagens durch signifikanten 
Expressionsanastieg von Kollagen Typ I und III in Verbindung mit einer Reduktion der 
MMP-1-Funktion (Westermann et al. 2011). Außerdem zeigte sich eine erhöhte LOX-
Expression, ein gesteigertes Kollagen Crosslinking sowie signifikante Verschiebungen 
der Kollagen I / Kollagen III Ratio (Kasner et al. 2011). Diese Vorgänge konnten schon 
oft mit einer kardialen Fibrose assoziiert werden und resultieren schlussendlich nicht 
selten in einer Versteifung der Ventrikel und einer damit unweigerlich einhergehenden 
diastolischen Dysfunktion (Laviades et al. 1998, Pauschinger et al. 1999, Diez 2007). 
In Serumproben der Patienten konnten passend dazu Anstiege des carboxy-
terminalen Telopeptid I und des Prokollagen Typ 1 ermittlet werden (Westermann et 
al. 2011). Darüber hinaus spielten auch inflammatorische Geschehen eine Rolle und 
es wurden gesteigerte Expressionen für die Marker CD3, CD11a, CD45 und VCAM-1 
beobachtet (Westermann et al. 2011). Schließlich konnten all diese Ergebnisse mit 
dem klinischen Zustand des Patienten in Einklang gebracht werden. Dabei zeigten sich 
starke Korrelationen zwischen der Schwere der Kollagenausprägung, der Anzahl 
iflammatorischer Zellen und der schwere der diastolischen Dysfunktion verifiziert 
mittels Echokardiographie (Westermann et al. 2011). Außerdem fanden sich 
Korrelationen zwischen E/A Ratio und CVF im Flow-Doppler sowie zwischen CVF, 
Kollagen Typ I und linksventrikulären Füllungsindex mit einigen Tissue-Doppler 
Parametern (Kasner et al. 2007, Kasner et al. 2011). 
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Bei der Untersuchung der kardialen Expression von Kationentransportern (OCT und 
OCTN) konnten Interaktionen zwischen diesen und kardiovaskulären Medikamenten 
nachgewiesen werden (Grube et al. 2006, Grube et al. 2011). Dabei kam es zum 
Nachweis von OCTN1, OCTN2, OCT1 und OCT3 in humanen EMB, OCTN1, OCTN2 
und OCT3 in vaskulären Strukturen sowie OCT1 und OCTN1 in Kardiomyozyten 
(Iwata et al. 2008, McBride et al. 2009, Grube et al. 2011). In weiblichen Patienten 
zeigte sich zudem eine signifikant höhere Expression von OCTN1, OCTN2 und OCT3 
(Grube et al. 2011). Bei der Expression von OCT1 und OCTN1 konnte eine 
altersabhängigkeit offenbart werden (Grube et al. 2011). Darüber hinaus offenbarten 
DCM Patienten einen Anstieg des TGF-b (Dobaczewski et al. 2011). Es zeigte sich, 
dass es durch TGF-b zu einer Downregulation von OCTN2 kommt, womit der 
signifikanten Abfall von OCTN2 in DCM Patienten zu erklären wäre (Grube et al. 2011). 
Die OCTN2-Expression zeigte passend dazu eine signifikante Korrelation mit der 
LVEF (Grube et al. 2011).  
Ebenfalls sehr hilfreich erwies sich die T-PreAmp bei der Genexpressionsanalyse an 
Vollblut, Serum und PBMC. So konnte die T-PreAmp erfolgreich für den Nachweis von 
Tumormarkern urologischer Tumoren im Serum (Kohls et al. 2015) und zur 
Bestimmung der Plasmodium falciparum-Last bei Malaria (Mharakurwa et al. 2014) 
eingesetzt werden. Durch die PCR als hochsensitive Nachweismethode können selbst 
geringe RNA-Konzentrationen detektiert werden (Ng et al. 2002). Dies sind sehr 
wichtige Voraussetzungen für die erfolgreiche Bestimmung von verschiedensten 
Markern im Serum. In beiden Studien konnte die Sensitivität der 
Genexpressionsanalyse mit einem Präamplifikationsschritt nach der T-PreAmp-
Methode entscheidend verbessert werden. Es wurde eine Signalverstärkung um das 
ca. 1000-fache erreicht (Kohls et al. 2015), einhergehend mit einer Reduktion der 
durchschnittlichen Ct-Werte um rund 10 Zyklen (Mharakurwa et al. 2014, Kohls et al. 
2015). 
An PBMC konnten T-Zell-spezifische Genexpressionsmuster sowie diagnostisch 
entscheidende Bestimmungen von Virusentitäten und Viruslasten bei DCMi, DCM und 
AMC untersucht werden (Noutsias et al. 2008, Streitz et al. 2008). Darüber hinaus 
konnten Informationen über die Expressionsprofile von Genen der Immunabwehr in 
PBMC und Liquorproben bei RRMS-Pateinten erzielt werden (Veroni et al. 2015). Bei 
NMOSD-Patienten konnte mit Hilfe der T-PreAmp unterstützen PCR die Therapie 
überwacht und optimiert werden um letzten Endes für jeden Patienten eine 
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personalisierte Therapie zu ermitteln und durchzuführen (Capobianco et al. 2007, 
McKeon und Pittock 2013, Marnetto et al. 2014). Mit der T-PreAmp konnte die Analyse 
der PBMC-Proben deutlich bereichert werden. Die Sensitivität wurde entscheidend 
gesteigert und es wurden signifikante Ct-Gewinne erzielt (Noutsias et al. 2008, 
Marnetto et al. 2014, Veroni et al. 2015). Dadurch gelang es, selbst niedrig exprimierte 
Transkripte zu amplifizieren und zu analysieren, um wichtige Einblicke in die 
molekularen Abläufe bei diesen Krankheiten zu erhalten und Therapieregimes zu 
überwachen. Die Varianzanalysen lieferten dabei, bis auf einzelne Ausnahmen, 
durchweg gute und stabile Werte. Die Präamplifikationsuniformitäten befanden sich 
konstant auf hohem Niveau und die Inter- und Intra-Assay-Varianzen konnten konstant 
niedrig (<5%) ermittelt werden (Noutsias et al. 2008, Marnetto et al. 2014, Veroni et al. 
2015). Dabei konnte sich die präamplifizierte Genexpressionsanalyse deutlich 
gegenüber der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) durchsetzen (Marnetto et al. 
2014). 
Die methodische Stärke der T-PreAmp konnte eindrucksvoll an den sehr geringen T-
Zell-Zahlen von mittels Parvovirus B19 (B19V) Peptidbibliotheken selektierten, 
antigenspezifischen T-Zell-Subpopulationen aus PBMC von Patienten mit der 
klinischen Präsentation einer akuten Myokarditis und B19V Virämie demonstriert 
werden. Aus diesen selektierten antigenspezifischen T-Zell-Subpopulationen konnten 
mittels T-PreAmp umfangreiche TRBV-Analysen und differentielle 
Genexpressionsanalysen mit zahlreichen funktionellen T-Zell-Markergenen 
durchgeführt werden (Streitz et al. 2008). 
Wie bereits schon mehrfach erwähnt, spielt die Fixierung der Proben als FFPE eine 
wichtige Rolle. Zum einen handelt es sich um eine beliebte und weitverbreitete 
Fixationsmethode, die allerdings einige Probleme mit sich bringen kann. So ist die 
Menge an extrahierbarer RNA bzw. DNA meist stark limitiert, wodurch auch die Zahl 
der analysierbaren Gene stark abnimmt. Hinzu kommt außerdem noch, dass es durch 
die Fixierung als FFPE zu chemischen und molekularen Veränderungen kommen 
kann. Wie bei FFPE-Proben, kann eine Fixationsmethode problematisch für die 
Genexpressionsanalyse sein. Durch die Behandlung mit Alkohol kann es zur 
Ausbildung von Methylolgruppen an der RNA kommen, wodurch sich Crosslinks mit 
anderen Proteinen oder Nukleinsäuren während der Formalinfixierung ausbilden 
(Inoue et al. 1996, Masuda et al. 1999, DeCarlo et al. 2008, Radpour et al. 2009, 
Sanchez-Espiridion et al. 2010). Jedoch scheinen diese Crosslinks wohl nicht 
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hitzebeständig zu sein und können demzufolge mit einer Inkubation bei 70°C für 20 
min wieder rückgängig gemacht werden, ohne dabei die RNA-Integrität zu gefährden 
(Masuda et al. 1999, Hamatani et al. 2006, Li et al. 2008). Außerdem wird mit dieser 
Inkubation die Proteinase K (sofern sie während der Extraktion angewendet wurde) 
denaturiert, wodurch mögliche weitere Schäden bzw. fehlerhafte Expressionen in 
späteren Reaktionsprozessen verhindert werden (Specht et al. 2001, Li et al. 2008). 
Des Weiteren kann es durch die Lagerung der FFPE-Proben bei Raumtemperatur über 
lange Zeiträume zur Fragmentation der DNA bzw. RNA kommen (Inoue et al. 1996, Li 
et al. 2008, Radpour et al. 2009). Von derartigen Problemen scheinen vor allem die 
langen Amplikons betroffen zu sein (Li et al. 2008). Das machte die Auswertung mittels 
Genexpressionsanalyse mit der Polymerase-Kettenreaktion bisher sehr schwierig. Mit 
der Anwendung eines Präamplifikationsschrittes nach der T-PreAmp-Methode konnte 
die Verwertbarkeit und Auswertbarkeit von FFPE-Proben mittels PCR deutlich 
verbessert werden. Dazu liegen einige Studien vor, bei denen die T-PreAmp an FFPE-
Proben aus unterschiedlichen Geweben eingesetzt wurde, namentlich Brustgewebe 
(Ciotti et al. 2009), Schilddrüsengewebe (Denning et al. 2007, Li et al. 2008), 
Lymphknoten (Sanchez-Espiridion et al. 2009, Sanchez-Espiridion et al. 2010, Vera-
Lozada et al. 2014) Lebergewebe (Ferruelo et al. 2011) und Zervix (DeCarlo et al. 
2008). Zusammenfassend haben alle diese Studien gemeinsam, dass FFPE-Proben 
wegen der oben erwähnten Probleme zwar klare Nachteile gegenüber 
schockgefrorenen Proben haben, aber dank dem Einsatz der T-PreAmp konnte 
immerhin eine Analyse der FFPE-Proben ermöglicht werden. Dabei half die T-PreAmp, 
deutlich höhere Sensitivitäten zu erreichen, was zu deutlichen Reduktionen der Ct-
Werte führte. Darüber hinaus erreichte die T-PreAmp auch an FFPE-Proben eine sehr 
gute Präamplifikationsuniformität sowie niedrige Inter- und Intra-Assay-Varianzen. 
Allerdings kam es bei einer Studie (Vera-Lozada et al. 2014) zu deutlichen Varianzen 
bei der Amplifikation von allen Genen durch die T-PreAmp. Dabei waren besonders 
Gene betroffen, die von vornherein schon nur für niedrige oder moderate 
Expressionsniveaus bekannt sind. Die Arbeitsgruppe führte diese Probleme am 
ehesten auf die FFPE-Fixation und der damit verbundenen möglichen Anwesenheit 
von Inhibitoren (Tichopad et al. 2004, Huggett et al. 2008, Buckwalter et al. 2014) der 
Amplifikation oder den bereits beschriebenen chemisch-molekularen Veränderungen 
zurück. Andere Ursachen konnten bei der aktiven Suche nicht ausfindig gemacht 
werden. Mit einer Reduktion der Input-RNA von 2.5 µl auf die Hälfte der 
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Ausgangsmenge 1.25 µl konnten die Varianzen zumindest merklich abgeschwächt 
werden.  
Die Art und auch die sorgfältige Durchführung einer Fixationsmethode kann wohl 
großen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Weitere Einflussfaktoren auf die Qualität 
der erzielten Daten sind der Integrität des Ausgangsmaterials, also der RNA bzw. DNA, 
den Bedingungen und der korrekten Durchführung der reversen Transkription, sowie 
der Wahl der Referenzgene und der Menge an vorhandenen Transkripten in der Probe 
zuzuschreiben (DeCarlo et al. 2008). Mittlerweile ist zudem bekannt, dass mit der 
Anzahl an Assays die unspezifischen PCR-Produkte ansteigen können und eine 
erhöhte Konzentration der Primer kann zu einem deutlichen Anstieg der spezifischen 
und unspezifischen PCR-Produkte führen. Darüber hinaus zeigten vergleichsweise 
lange Annealing-Zeiten von 3 bis 8 Minuten deutliche Vorteile gegenüber kurzen 
Annealing-Zeiten von einer halben Minute. In Bezug auf die Annealing-Temperatur 
konnte der Bereich zwischen 58.8°C und 61.3°C als optimal identifiziert werden 
(Andersson et al. 2015). Die Anzahl der Kopien in der Präamplifikation kann im 
Wesentlichen von der Konzentration der Templates abhängig sein, so kommt es bei 
zu geringen Konzentrationen vor, dass zu wenige Kopien erzielt werden und der 
technische Bias damit einhergehend deutlich ansteigt (Korenkova et al. 2015, Zhou et 
al. 2015). 
In den urologischen Untersuchungen wurde die T-PreAmp zur Bestimmung von 
Tumormarkern im Serum und im Urin (Fontenete et al. 2011) bei Patienten mit 
Prostatakarzinom angewendet. Dabei zeigte sich überraschenderweise kein 
wesentlicher Effekt durch die Anwendung der T-PreAmp. Die Marker PSA und PCA3 
konnten nur in wenigen Proben nachgewiesen werden. Immerhin handelte es sich 
dabei jeweils um Prostatakarzinompatienten und nicht um Kontrollen. Allerdings waren 
diese Expressionsunterschiede auch nur leicht erhöht und nicht signifikant. 
Möglicherweise spielten hier bereits bekannte Probleme bei der PSA-Bestimmung 
eine Rolle. Der PSA-Spiegel kann durch Medikamenteneinnahme (NSAR, Statine) 
(Hamilton et al. 2008, Singer et al. 2008), sowie durch die Manipulation an der Prostata 
während der digital-rektalen Untersuchung oder durch Prostatabiopsien massiv 
beeinflusst werden (Collins et al. 1997, Lin et al. 2010). Das könnte, laut den Autoren, 
hier ebenfalls der Fall gewesen sein. In einer weiteren Studie auf dem Gebiet der 
Urologie an Urinproben und Blasenspülwasser beim Blasenkarzinom kam es ebenfalls 
zu Varianzen (Mengual et al. 2008). Diesmal handelte es sich aber nur um vereinzelte 
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Gene. Alles in allem funktionierte die T-PreAmp jedoch ganz gut. So konnte eine 
Sensitivitätssteigerung und Reduktion der Ct-Werte erreicht werden. Dabei zeigte sich 
die Verbesserung der Ct-Werte unabhängig von der RNA-Qualität, jedoch war es so, 
dass bei schlechter RNA-Qualität nicht mehr alle Zielgene amplifiziert werden konnten 
(Fleige und Pfaffl 2006, Mengual et al. 2008). Es konnten gute 
Amplifikationseffizienzen erreicht werden, sowohl mit als auch ohne T-PreAmp und die 
Zahl der analysierbaren Targets konnte deutlich erhöht werden. Darüber hinaus zeigte 
eine Korrelationsanalyse der Ergebnisse mit und ohne T-PreAmp eine starke 
Assoziation, sodass bei den Varianzen in dieser Arbeit T-PreAmp-spezifische 
Probleme ausgeschlossen werden konnten. Die Abweichungen vereinzelter Gene ist 
auch hier wieder am ehesten noch durch zufällige Interaktionen von Primern und 
anderen Assay-Bestandteilen zu erklären, da diese nicht immer ausgeschlossen 
werden können. 
Bei der Genexpressionsanalyse von Bronchialabstrichen bei Patienten mit Asthma 
bronchiale versus Kontroll-Patienten (Schwalm et al. 2008) funktionierte die T-PreAmp 
ebenfalls. Das Signal der Zielgene konnte mit Hilfe der T-PreAmp um das 1000-fache 
gesteigert werden. Es wurden sehr hohe Amplifikationseffizienzen von nahezu 100% 
erreicht, und es gelang der Arbeitsgruppe mit der T-PreAmp sowohl intakte, als auch 
degradierte RNA zuverlässig zu amplifizieren. Die Präamplifikationsuniformitäten 
hielten dabei durchweg ein sehr hohes Niveau und es gelang mit dem 
Präamplifikationsschritt deutlich mehr Zielgene zu amplifizieren im Vergleich zur 
direkten real-time PCR ohne Präamplifikation.  
Del Gaudio et al. steuerten zwei ungewöhnliche Einsatzgebiete bei, was die vielfältigen 
Einsatzgebiete der Genexpressionsanalyse mittels Polymerase-Kettenreaktion und 
damit natürlich auch der Präamplifikation verdeutlicht. Von ihnen wurde die 
präamplifizierte Genexpressionsanalyse zum einen an historischer DNA aus Skeletten 
und Knochen unterschiedlicher Zeitalter (Del Gaudio et al. 2013) und zum anderen zur 
Analyse an sogenannten genetisch modifizierten Organismen (GMO) (Del Gaudio et 
al. 2010) eingesetzt. Dabei überzeugte die T-PreAmp in beiden Studien mit 
signifikanter Verbesserung der Ct-Werte. Anhand einer entscheidenden Steigerung 
der Sensitivität konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden, die ohne den Einsatz 
der Präamplifikation verborgen geblieben wären. Die Expressionsniveaus konnten um 
ein Vielfaches gesteigert werden, ohne dass es einen Anhalt für Ungenauigkeiten oder 
ein Bias gab und die Zahl der analysierbaren Targets konnte durch die T-PreAmp 
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deutlich expandiert werden. Es fanden sich hohe Korrelationen der Ergebnisse mit und 
ohne T-PreAmp und die Varianzen konnten stets niedrig gehalten werden. In einigen 
Fällen konnten die Varianzen mit der T-PreAmp sogar signifikant reduziert werden im 
Vergleich zur direkten PCR-Analyse (Del Gaudio et al. 2010). Einzig eine 
merkwürdigerweise signifikant abnehmende Amplifikationseffizienz für Gene mit 
niedriger Expression beim Einsatz der T-PreAmp im Vergleich zur direkten PCR 
passte nicht zu den restlichen Ergebnissen (Del Gaudio et al. 2010). Für Gene mit 
hohem Expressionsniveau gab es dagegen nur vereinzelt moderate Abweichungen 
ohne Signifikanz. Die Autoren verwiesen dabei auf ein möglicherweise fehlerhaftes 
Primer-Design oder auf eine eventuell stattgefundene Primer-Interaktion (Cankar et al. 
2006, Del Gaudio et al. 2010). 
In einer tierexperimentellen Arbeit mit Ratten (Kays et al. 2012). gelang es, die 
Expression der S1PR-Familie im dorsalen Wurzelganglion sowie in einzelnen 
Neuronen der Ratte zu analysieren. Es konnte eine erhöhte Expression von S1PR-1, 
S1PR-2, S1PR-3, S1PR-4 und S1PR-5 im dorsalen Wurzelganglion aufgezeigt 
werden. Dagegen fand sich bei den einzelnen Neuronen kein einheitliches Bild. 
Während in einigen Neuronen alle 5 Subtypen nachweisbar waren, konnte in anderen 
nur 1 Subtyp identifiziert werden. Die T-PreAmp lieferte die erwartete deutliche 
Sensitivitätssteigerung und ermöglichte eine starke Reduktion der Ct-Werte bei sehr 
guten Präamplifikationsuniformitäten. 
Schließlich wurde die T-PreAmp in zwei Studien zusammen mit der dPCR 
angewendet. Hier erfolgt die Amplifikation an einzelnen DNA-Molekülen in getrennten 
Reaktionsgefäßen. Für jedes Reaktionsgefäß wird ein digitales Ergebnis erzielt, d.h. 
entweder hat in einem Reaktionsgefäß eine Amplifikation stattgefunden oder nicht. Die 
schlussendliche statistische Signifikanz kommt dadurch zustande, dass sehr viele 
dieser einzelnen Reaktionsgefäße ausgewertet werden. Dabei ist die Zahl der 
Reaktionsgefäße mit stattgehabter Amplifikation proportional zur Ausgangsmenge der 
eingesetzten DNA und somit kann die Mengenbestimmung erfolgen (Sanders et al. 
2011). Als Vorteile dieser Methode gelten die geringere Empfindlichkeit gegen PCR-
Inhibitoren, sowie die Vermeidung von Varianzen bei der Amplifikationseffizienz (Nixon 
et al. 2014). In Kombination mit der dPCR kam es mit der T-PreAmp zu deutlichen 
Varianzen in beiden Arbeiten, also sowohl bei der Genexpressionsanalyse von 
Plasmiden (Sanders et al. 2011) als auch bei der Genexpressionsanalyse der 
Arabidopsis thaliana alcohol dehydrogenase (Whale et al. 2013) als Vertreter für 
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niedrig exprimierte und schwer amplifizierbare Targets. Das unterstreicht wieder die 
Empfehlung, dass für jedes Zielgen die Präamplifikationsuniformitäten sowie die 
Varianzen bestimmt werden sollten. um solche Fehler und Fehlfunktionen entdecken 
zu können. Der Fakt, dass gerade mit der dPCR solche deutlichen Probleme auftreten, 
lässt auch Überlegungen zu, dass diese Varianzen mit der Methode zu tun haben. So 
wurde in einer Studie (Sanders et al. 2011) die Vermutung geäußert, dass die dPCR 
wohl die einzige Methode darstellen könnte, die sensitiv genug ist, um derartige durch 
die Präamplifikation induzierte Fehler demaskieren zu können. Schließlich handelt es 
sich bei einem Präamplifikationsschritt auch immer um einen zusätzlichen Schritt in 
der Ablauffolge der Genexpressionsanalyse mittels PCR und mit jedem zusätzlichen 
Schritt steigt vermutlich auch das Risiko und die Wahrscheinlichkeit für einen Bias 
(Labrenz et al. 2004). Demzufolge sollte vor der Anwendung eines 
Präamplifikationsschrittes immer eine genaue Evaluierung erfolgen (Noutsias et al. 
2008, Sanders et al. 2011, Whale et al. 2013). Dabei sollte eingeschätzt werden, ob 
und in wieweit man bei dem entsprechenden Untersuchungsaufbau, dem Zielgewebe 
und den Zielgenen von einer Präamplifikation profitiert. Die mögliche Anwesenheit von 
Inhibitoren (Tichopad et al. 2004, Huggett et al. 2008, Buckwalter et al. 2014), 
Wechselwirkungen, Interaktionen von Primern und anderen Assay-Bestandteilen oder 
anderweitige Reaktionen mit den verwendeten Materialien und Programmen sollten 
dabei auf jeden Fall ausgeschlossen werden. Ist in solchen Fällen ein Nutzen in Form 
von Sensitivitätssteigerung durch den Präamplifikationsschritt nicht klar erkennbar, 
sollte auf die Anwendung besser verzichtet werden, da in diesem Falle die 
Ungenauigkeit durch das möglicherweise induzierte Bias wohl überwiegt. 
Trotz dieser zuletzt beschriebenen Probleme, lässt sich insgesamt doch ein sehr 
positives Fazit über den Einsatz der T-PreAmp als Präamplifikationsmethode bei 
Genexpressionsanalysen ziehen. So ermöglichte die T-PreAmp zahlreiche neue 
Einblicke und Erkenntnisse in den verschiedensten Fragestellungen aus allen 
Querbereichen der Medizin. In der Mehrzahl der Fälle konnte eine signifikante 
Steigerung der Sensitivität erzielt werden, einhergehend mit der signifikanten 
Reduktion der Ct-Werte. Dabei überzeugte die T-PreAmp i.d.R. mit konstant sehr 
guten Präamplifikationsuniformitäten (Zielbereich 0 ± 1.5), hohen 
Amplifikationseffizienzen sowie konstant niedrigen Inter- und Intra-Assay-Varianzen 
(Zielbereich <5%) (Noutsias et al. 2008). Die Anzahl der analysierbaren Zielgene 
konnte mit der T-PreAmp im Prinzip in allen Fällen deutlich gesteigert werden, im 
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Vergleich zur maximal erreichbaren Analyse von Zielgenen aus der direkten real-time 
RT-PCR (Noutsias et al. 2008). 
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6. Schlussfolgerungen 
 
Die Präamplifikation unter Verwendung der T-PreAmp-Methode stellt eine sehr 
robuste und zuverlässige Methode dar, die eine substantielle Optimierung von 
Genexpressionsanalysen bei limitierter RNA-Menge und geringen 
Expressionsniveaus der Zielgene ermöglicht. Dabei überzeugte die Methode an vielen 
unterschiedlichen Probenmaterialien und den verschiedensten Fragestellungen im 
Rahmen der Diagnostik, Prognostik und Verlaufskontrolle von Krankheitsbildern, 
sowie in der Erforschung zahlreicher Genexpressionsveränderungen und komplexer 
Signaltransduktionswege auf molekularer Ebene. Die T-PreAmp zeigte dabei deutliche 
Vorteile gegenüber anderen Präamplifikationsmethoden wie der SSRT-PreAmp. Die 
Inter- und Intra-Assay-Varianzen lagen in der Regel in den Zielbereichen von unter 5% 
und es konnte eine hohe Reproduzierbarkeit der gesamten Prozedur sichergestellt 
werden. Die Sensitivität der Genexpressionsanalyse konnte dank der T-PreAmp 
deutlich verbessert werden und es wurden zumeist signifikante Reduktionen der Ct-
Werte erreicht. Es gelang mit der T-PreAmp die Anzahl der niedrig exprimierten Gene 
zu expandieren und damit auch aus der Vergangenheit bekannte problematische 
Untersuchungsmaterialien wie FFPE-Proben und Proben aus Endomyokardgewebe 
zu analysieren. An Endomyokardgewebe konnte im Rahmen der T-PreAmp-
Etablierungsarbeiten zudem CDKN1B als ein neues housekeeping Gen validiert 
werden. Ein weiterer, nicht zu vernachlässigender Vorteil, ist die robuste, und mit 
vergleichsweise wenigen Fehlerquellen durchführbare Methodik der T-PreAmp, was 
vor allem in der Anwendung von umfangreichen Reihenuntersuchungen von nicht 
unerheblicher Bedeutung ist.  
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Tabellenverzeichnis 
 
Tabelle 1: Einsatzgebiete der T-PreAmp mit Angabe der Probenzahlen. 
Es sind die Gewebsarten und die publizierten kumulativen Anzahlen 
(n=) von Gewebsproben der inkludierten Publikationen angeführt. 
 
Tabelle 2: Zusammenfassende Übersicht der relevanten Publikationen. 
 
Abbildungsverzeichnis 
 
Abb. 1: Search-Pathway / Suchalgorithmus und Ergebnisse der 
systematischen Literatursuche der Publikationen zur T-PreAmp. 
Abb. 2: Housekeeping Gen Funktion von HPRT und CDKN1B in 
Endomyokardgewebe. 
Vergleich zwischen HPRT-ABI, HPRT-CCM und CDKN1B als potentielle 
housekeeping Gene an Endomyokardgewebe. Dabei zeigten sich keine 
relevanten Unterschiede in den Ct-Werten zwischen den Kandidaten. 
Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
Abb. 3:  PreAmp-Uniformität der SSRT-PreAmp an EMB in Relation zu 
HPRT-CCM. 
Es sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (SD) dargestellt. Der 
türkisfarbene Balken markiert den Mittelwert aus allen untersuchten 
Assays mit SD. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
Abb. 4:  PreAmp-Uniformität der T-PreAmp an EMB in Relation zu HPRT-
CCM. 
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (SD). Der 
vorletzte Balken markiert den Mittelwert aus allen untersuchten Assays 
mit SD, mit Ausnahme von CD 56, welches durch den letzten Balken im 
unteren Diagramm dargestellt wird. Reproduziert aus (Noutsias et al. 
2008). 
Abb. 5:  Vergleich der Inter-Assay-Varianzen der T-PreAmp (a + b) und der 
SSRT-PreAmp (c) in EMB. 
Die türkisfarbenen Balken markieren den Mittelwert aus allen 
untersuchten Assays mit SD. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
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Abb. 6:  Vergleich der Intra-Assay-Varianzen der T-PreAmp (a + b) und der 
SSRT-PreAmp (c) in EMB. 
Die türkisfarbenen Balken markieren den Mittelwert aus allen 
untersuchten Assays mit SD. Reproduziert aus (Noutsias et al. 2008). 
Abb. 7:  OCT und OCTN Expression in EMB von 83 Patienten in Relation zu 
CDKN1B. 
Die Patienten wurden in Kontrollen mit LVEF>45% (n=9), Kontrollen mit 
LVEF<45% (n=8), AMC Patienten mit LVEF>45% (n=32), AMC Patienten 
mit LVEF<45% (n=7) und DCM Patienten (n=27) unterteilt. Reproduziert 
aus (Grube et al. 2011). 
Abb. 8: TLR-Expressionsprofile von Patienten mit MCA, CS und IGCM. 
a) Signifikante Dysregulation von zellulären und toll-like Rezeptoren bei 
Patienten gegenüber den Kontrollen. 
b) Signifikante Reduktion von TLR3, TLR4 und TLR9 in allen Patienten 
im Vergleich zu den Kontrollen. Reproduziert aus (Lassner et al. 2014). 
Abb. 9: Expressionsprofile für Chemokine und Zytokine bei von Patienten 
mit MCA, CS und IGCM. 
EMB vom IGCM Patienten wiesen in diesem Vergleich ein 
charakteristisches Profil mit substantiell verstärkter Expression von 
CCL20, FoxP3, IFN-b, IL-6 und IL-10 auf. Reproduziert aus (Lassner et 
al. 2014). 
Abb. 10: Erhöhte Expression von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III in EMB 
von HFNEF Patienten im Vergleich zu Kontrollen. 
AF: Flächenfraktion. Reproduziert aus (Westermann et al. 2011). 
Abb. 11: Anstieg von VCAM-1 sowie der Inflammationsmarker CD3, CD11a 
und CD45 in EMB von HFNEF Patienten im Vergleich zu Kontrollen. 
AF: Flächenfraktion. Reproduziert aus (Westermann et al. 2011). 
Abb. 12 Down-Regulation von MMP-1 in EMB von HFNEF Patienten im 
Vergleich mit Kontrollen. 
AF: Flächenfraktion. Reproduziert aus (Westermann et al. 2011). 
Abb. 13: Erhöhte Expression von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III 
normalisiert zu CDKN1B in EMB von HFNEF Patienten im Vergleich 
zu Kontrollen. 
Reproduziert aus (Kasner et al. 2011). 
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Abb. 14 Gesteigertes Kollagen-Crosslinking in HFNEF Patienten im 
Vergleich zu Kontrollen. 
Reproduziert aus (Kasner et al. 2011). 
Abb. 15 Ct-Werte und Primereffizienzen für ACTB und MALAT1 mit und ohne 
T-PreAmp. 
Reproduziert aus (Kohls et al. 2015). 
Abb. 16:  Suffiziente und insuffiziente DNA-Signale (in %) bei der 
Amplifizierung mit und ohne T-PreAmp im Vergleich. 
Abb. 17: Durchschnittliche Ct-Werte für die suffiziente Amplifizierung mit 
und ohne T-PreAmp.  
Abb. 18:  a) Vergleich der PCR Effizienz in PBMC mit und ohne T-PreAmp. 
Rote Balken markieren TaqMan Genassays (Applied Biosystems) und 
blaue Balken markieren selbstdesignte Genassays.  
b) T-PreAmp Uniformität für die Zielgene an PBMCs in acht 
verschiedenen Verdünnungen. 
Der rote Balken markiert den Mittelwert mit SD pro Zielgen für die acht 
Reaktionen bei unterschiedlicher Verdünnung. Reproduziert aus 
(Noutsias et al. 2008).  
Abb. 19:  Expression der TRBV-Familie in B19V antigenspezifischen 
(selektierten) T-Zellen. 
Es sind die relativen Expressionen der TRBV-Familien in Relation zu 
TRBC in nicht-selektierten PBMC (grün) verglichen mit positiv- 
(dunkelblau) und negativ-selektierten (hellblau) GLCPHCINVG reaktiven 
T-Zellen sowie positiv- (rot) und negativ-selektierten (gelb) SALKLAIYKA 
reaktiven T-Zellen zu sehen. Reproduziert aus (Streitz et al. 2008). 
Abb. 20: Differentielle Expression von T-Zell-Marker in B19V 
antigenspezifischen T-Zellen. 
Differentielle Expression von T-Zell-Marker normalisiert zu CD3d in nicht-
selektierten PBMC (grün) verglichen mit positiv- (dunkelblau) und 
negativ-selektierten (hellblau) GLCPHCINVG reaktiven T-Zellen sowie 
positiv- (rot) und negativ-selektierten (gelb) SALKLAIYKA reaktiven T-
Zellen. Reproduziert aus (Streitz et al. 2008). 
Abb. 21: Intra-Assay-Varianzen für GAPDH und CD19.  
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Drei Proben wurden jeweils fünffach in der gleichen 
Amplifikationssession getestet. Zu sehen sind die Mittelwerte mit SD und 
CV. Reproduziert aus (Marnetto et al. 2014). 
Abb. 22: Inter-Assay-Varianzen für GAPDH und CD19.  
Zwei Proben wurden jeweils dreifach in unterschiedlichen 
Amplifikationssessions getestet. Zu sehen sind die Mittelwerte mit SD 
und CV. Reproduziert aus (Marnetto et al. 2014). 
Abb. 23: Reproduzierbarkeit der gesamten Amplifikation, inklusive 
Extraktion, Präamplifikation und real-time PCR für drei gepaarte 
Proben.  
Zu sehen sind die Mittelwerte mit SD und CV für GAPDH und CD19. 
Reproduziert aus (Marnetto et al. 2014). 
Abb. 24: Ct-Werte für EBV-Transkripte mit (dunkle Balken) und ohne (weiße 
Balken) T-PreAmp im Vergleich.  
Reproduziert aus (Veroni et al. 2015). 
Abb. 25: Amplifikationskurve für humane Referenz-RNA.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert 
aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 26:  Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für humane Referenz-
RNA. Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 27:  Amplifikationskurve für schockgefrorene Proben.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert 
aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 28: Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für schockgefrorene 
Proben. Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 29: Amplifikationskurve für FFPE-Proben aus gesunder Brustbiopsie.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert 
aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 30: Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für FFPE-Proben aus 
Biopsien von gesundem Brustgewebe.  
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 31:  Amplifikationskurve für FFPE-Proben aus Brustkrebsbiopsie.  
Obere Kurve ohne T-PreAmp. Untere Kurve mit T-PreAmp. Reproduziert 
aus (Ciotti et al. 2009). 
125 
 
Abb. 32:  Präamplifikationsuniformität der T-PreAmp für FFPE-Proben aus 
Brustkrebsbiopsie.  
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 33: Korrelationsanalysen zwischen den Ergebnissen der 
präamplifizierten und nicht-präamplifizierten 
Genepressionsanalyse mit dem Test nach Spearman zeigen 
signifikante Korrelationen.  
Reproduziert aus (Ciotti et al. 2009). 
Abb. 34:  ΔCt-Werte für die Vergleiche zwischen TaqMan Universal PCR 
Master Mix (UPMM) und TaqMan Gene Expression Master Mix 
(GEMM) (a), T-PreAmp und UPMM (b) sowie T-PreAmp und GEMM 
(c).  
FP steht für FFPE-Proben und SN für schockgefrorene Proben. Die 
Zahlen unter den Zielgenen markieren die Amplikonlänge in bp. Durch 
die T-PreAmp kam es zu einer deutlichen Verbesserung der Ct-Werte, 
was in der Grafik als ΔCt sichtbar wird (b + c). Darüber hinaus kam es 
mit UPMM (a + b) mit steigender Amplikonlänge (nach rechts) zu 
steigenden Differenzen der Ct-Werte bis für HLA_A schließlich kein 
Ergebnis mehr gemessen werden konnte. Dieser Effekt konnte für 
GEMM (c) nicht annähernd im gleichen Ausmaß beobachtet werden. 
Reproduziert aus (Li et al. 2008). 
Abb. 35:  ΔCt-Werte für die Amplifikation von schockgefrorenen Proben vs. 
FFPE-Proben. 
Jeweils unter Verwendung von TaqMan Universal PCR Master Mix 
(UPMM), TaqMan Gene Expression Master Mix (GEMM) und T-PreAmp 
am Beispiel GAPDH mit 67 bp und 122 bp. Mit zunehmender 
Amplikonlänge steigt auch ΔCt. Reproduziert aus (Li et al. 2008). 
Abb. 36:  Vergleich der Amplifikation mit und ohne T-PreAmp.  
Vergleich der durchschnittlichen Ct-Werte in den vier nach Fixationszeit 
unterteilten Gruppen mit jeweils drei Fällen. Schwarze Balken markieren 
die Amplifikation ohne T-PreAmp. Weiße Balken markieren die 
Amplifikation mit T-PreAmp. Reproduziert aus (Ferruelo et al. 2011). 
Abb. 37: RNA-Integritäten bei der Analyse von schockgefrorenen Proben 
(FR) vs. FFPE-Proben (FFPE) aus Zervixbiopsien.  
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Es zeigt sich, dass die RNA aus den schockgefrorenen Proben eine 
deutlich bessere Integrität (klar abgegrenzte und deutliche Balken) 
aufweist im Vergleich zu der RNA aus den FFPE-Proben 
(verschwommene und schwache Balken). Reproduziert aus (DeCarlo et 
al. 2008) 
Abb. 38:  Vergleich der Ct-Werte bei der Amplifizierung mit T-PreAmp (PA) 
und ohne T-PreAmp (UA).  
Dabei zeigte sich eine deutliche Verbesserung der Ct-Werte unter 
Anwendung der T-PreAmp und eine damit vergesellschaftete 
Sensitivitätssteigerung der gesamten Amplifikation. NIKS: spezielle 
Keratinozytenzelllinie. Reproduziert aus (DeCarlo et al. 2008). 
Abb. 39:  Vergleich der Ct-Werte mit SD und CV bei der Amplifizierung 
mitochondrialer DNA und humanen Amelogenin X (AMG-X) mit und 
ohne Präamplifikation nach der T-PreAmp Methode.  
Die T-PreAmp ermöglichte eine signifikante Reduktion der Ct-Werte. 
Reproduziert aus (Del Gaudio et al. 2013). 
Abb. 40:  Durchschnittliche Ct-Werte mit SD sowie Amplifikationseffizienzen 
(AE) mit SD für die Amplifikation mit (PA samples) und ohne T-
PreAmp (NPA samples).  
Reproduziert aus (Mengual et al. 2008). 
Abb. 41:  ΔΔCT-Werte für die Amplifizierung mit der T-PreAmp bei 
unterschiedlichen Konzentrationen der RNA. 
Werte im Bereich von ΔΔCT= 0 ± 1.5 gelten als akzeptabel. Reproduziert 
aus (Schwalm et al. 2008).  
Abb. 42:  ΔΔCT-Werte für die vergleichende Amplifizierung von degradierter 
(RIN 7.4 und RIN 3.3) und intakter (RIN 9.0) RNA mit der T-PreAmp.  
Werte im Bereich von ΔΔCT= 0 ± 1.5 gelten als akzeptabel. Reproduziert 
aus (Schwalm et al. 2008). 
Abb. 43 Linearität der T-PreAmp. 
Mittlere Ct-Werte mit T-PreAmp auf Y-Achse. Mittlere Ct-Werte ohne T-
PreAmp auf der X-Achse. Der Graph entspricht R²=0.983. Reproduziert 
aus (Del Gaudio et al. 2010). 
Abb. 44:  PCR Effizienzen für leu-tRNA, adh1 und le1 mit und ohne 
Präamplifikation mit der T-PreAmp.  
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Überraschenderweise kam es für leu-tRNA unter 
Präamplifikationsbedingungen zu einem signifikanten Abfall der 
Amplifikationseffizienzen. Für die anderen beiden Gene gab es keine 
signifikanten Unterschiede in den Amplifikationseffizienzen. Reproduziert 
aus (Del Gaudio et al. 2010). 
Abb. 45: Präamplifikationsuniformitäten (ΔΔCq) und Ct-Werte (Cq)  mit 
(+) und ohne (-) T-PreAmp jeweils für 250 ng DNA und 2.5 ng DNA.  
Die Präamplifikationsuniformitäten lagen für alle Analysen im Zielbereich 
(ΔΔCq= 0 ± 1.5). Außerdem kam es durch die Präamplifikation zu einer 
deutlichen Reduktion der Ct-Werte. Reproduziert aus (Kays et al. 2012). 
Abb. 46:  Anzahl der detektierten Targets jeweils aus drei unterschiedlichen 
Assays und im Vergleich zwischen mit (blau) und ohne (rot) T-
PreAmp. Reproduziert aus (Sanders et al. 2011). 
Abb. 47: Adh-Ratios für die Amplifikation am linearen Adh-Plasmid mit (PA) 
und ohne T-PreAmp. 
 Reproduziert aus (Whale et al. 2013). 
Abb. 48: Adh-Ratios für die Amplifikation am zirkulären Adh-Plasmid mit 
(PA) und ohne T-PreAmp.  
Reproduziert aus (Whale et al. 2013). 
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